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ABSTRAKT 
Na výrobu dvouplísových sýr se využívají bakterie mléného kvašení a to jak ve form 
nestartující mléné kultury, tak i ve form startovací nebo doplkové kultury. Pevažujícími 
mikroorganismy zastoupených v tchto kulturách jsou bakterie rodu Lactobacillus spp. 
a Enterococcus spp. Nejenom, že nás tyto bakterie zajímají z hlediska jejich schopnosti 
koagulace, proteolytické schopnosti, probiotické funkce, rezistence na antibiotika, ale zajímají 
nás zvlášt z hlediska jejich dekarboxylaní schopnosti. Tyto bakterie obsahují dekrboxylaní 
enzymy, které mžou dekarboxylovat uvolnné aminokyseliny vznikající pi proteolýze 
v prbhu procesu výroby a zrání sýru. Výsledkem dekarboxylaní aktivity je vznik 
biogenních amin. Biogenní aminy se vyskytují prakticky ve všech potravinách jako bžné 
produkty metabolismu. Jejich vtší množství se vyskytuje ve fermentovaných výrobcích 
(sýry), kde vznikají práv mikrobiální inností. Mezi typické zástupce biogenních amin, 
které se vyskytují u dvouplísových sýr (Sedlanský Vltavín, Bresse bleu) a modrých sýr 
(Bleu des Causses, Bleu d'Auvergne) se adí zejména kadaverin, putrescin, tyramin, 
2-fenylethylamin a v mnohem menším množství také histamin, spermidin a spermin. Na 
stanovení BA se využívá vysokotlaká kapalinová chromatografie s reverzní fází 
(PR-HPLC) s využitím jednoduché pímé derivatizace pomocí dansylchloridu a detekcí 
pomocí UV-VIS detektoru. 
 
ABSTRACT 
For production of double moulded chesses are used lactic acid bacteria, which can be 
present in a form of non-starter lactic acid bacteria or as starter or adjunct culture. Genera 
Lactobacillus spp. and Enterococcus spp. are prevalent microorganisms present in these 
cultures.  Of course, these microorganisms are for us interesting because of their possibility of 
coagulation, proteolytic possibility, probiotic function and antibiotic resistance, but especially 
because of their decarboxylation abilities. Bacteria contain decarboxylation enzymes, which 
are able to decarboxylized free amino acid, which rising at proteolysis during process of 
manufacturing and cheese ripening. Biogenic amines are the result of proteolytic activity. 
Biogenic amines occur practically in all foodstuffs as a common product of metabolic 
processes. BA are mainly presented in fermented food (cheeses), where rice just microbial 
action. Typical representatives of biogenic amines, which occurs in double moulded cheeses 
(Sedlanský Vltavín, Bresse bleu) and in blue cheeses (Bleu des Causses, Bleu d'Auvergne) 
are cadaverine, putrescine, tyramine a 2-fenylethylamine and in much smaller amount 
histamine, spermidine and spermine too. On assessment concentration of BA is used high 
pressure liquid chromatography with reverse phase (RP-HPLC) with utilizing simple direct 
derivatization with dansyl chloride and detection by UV-VIS detector. 
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1 ÚVOD 
Biogenní aminy jsou látky, které se vyskytují tém v každé potravin, která obsahuje 
urité množství volných aminokyselin nebo protein podléhající mikrobiální aktivit. 
inností mikroorganism a pesnji prostednictvím enzym, které vlastní, dochází 
k dekarboxylaci volných aminokyselin, ímž vznikají biogenní aminy. V nízkých 
koncentracích jsou pro organismus nepostradatelnými sloueninami, ale ve vysokých 
koncentracích se stávají pro organismus toxické. Zvýšený zájem stanovení koncentrací 
a zastoupení jednotlivých biogenních amin v potravinách vyplývá z prohlubujících se 
poznatk o jejich vlivu na lidský organismus. Ve vyšších množstvích se biogenní aminy tvoí 
díky mikrobiální inností ve fermentovaných výrobcích, mezi které patí námi analyzované 
sýry. Analýza biogenních amin byla již provedena u mnoha sýr, ne však tolik u sýr 
dvouplísových. Dvouplísovými sýry máme na mysli sýry s modrou plísní uvnit tsta 
pokryté bílou plísní na povrchu. Za tvorbu BA jsou odpovdny zejména bakterie mléného 
kvašení, mezi které adíme zejména rod Lactobacillus spp. a Enterococcus spp., proto se 
v této studii zabýváme jejich charakteristikou a stanovením jejich potu bunk v jednotlivých 
fázích stárnutí (zrání) sýru. Stanovujeme i koncentrace jednotlivých biogenních amin a na 
základ stanovení potu mikroorganism a koncentrace amin se snažíme zjistit zda se mezi 
nimi dá uritý vzájemný vztah. 
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2 TEORETICKÁ ÁST 
2.1 Biogenní aminy 
Do biogenních amin adíme následující aminy – histamin, tyramin, tryptamin, putrescin, 
2-fenylethylamin, spermidin, spermin. Dle chemické struktury je mžeme dlit na aromatické 
(tyramin – Tyr, 2-fenylethylamin – 2-Fe), heterocyklické (histamin – His, tryptamin – Trp) 
a alifatické diaminy (putrescin – Put a kadaverin – Kad) a polyaminy (spermidin – Spd, 
spermin – Spm). Nkteré z nich hrají dležitou roli v mnoha lidských fyziologických 
funkcích. Dokonce u skupiny polyamid (Spd, Spm, Put, píp. Kad) pijímaných potravou 
byly prokázány za uritých podmínek píznivé úinky na organismus. Ovšem pi vyšších kon-
centracích mžou vykazovat toxické úinky nebo psobit jako jedy.1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 1 Vzorce biogenních amin2 
Nkdy se aminy jednodušeji rozdlují pouze do dvou skupin: polyaminy a biogenní aminy. 
Polyaminy (spermidin, spermin, putrescin) jsou pirozen se vyskytující aminy pítomnými ve 
všech živých bukách. Jsou spojeny tém s každým krokem syntézy DNA, RNA a protein, 
tím se stávají esenciálními složkami pro rst a rozmnožování bunk. Spermin a spermidin 
Aminy Chemická struktura 
Tryptamin 
 
2-Fenyletylamin 
 
Putrescin 
 
Kadaverin 
 
Histamin 
 
Tyramin 
 
Spermidin 
 
Spermin 
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jsou také využívány pi obnovování a zlepšování funknosti zažívacího traktu a také pi 
výstavb stevních tkání. Biogenní aminy (histamin, putrescin, tyramin, tryptamin, 
2-fenylethylamin a kadaverin) obvykle vznikají v potravin bhem procesu výroby nebo 
v dob zrání a to vtšinou dekarboxylaní pemnou volných aminokyselin vznikajících 
v potravin pi procesu zvaném proteolýza.3 Zvýšený zájem o stanovení koncentrací 
a zastoupení jednotlivých biogenních amin v potravinách vyplývá z prohlubujících se 
poznatk o jejich biologickém psobení na lovka. Biogenní aminy jsou pro lovka 
nepostradatelné, avšak ve vysokých koncentracích se mohou projevit jako látky psychoaktivní 
a vasoaktivní. Nejmarkantnjší symptomy konzumace vysokých dávek biogenních amin jsou 
zvracení, dýchací potíže, pocení, bušení srdce, hypo- nebo hypertenze (histamin) a migrény 
(2-fenylethylamin, tyramin). Putrescin a kadaverin jsou považovány za indikátory 
nežádoucích pemn bílkovin. Zvýšený výskyt biogenních amin v potravinách se proto 
považuje za nežádoucí. S rozvojem poznání se však mní pohled na roli polyamin, které se 
podílejí na rstu a množení bunk. To se mže pízniv projevit nap. pi hojení ran, avšak 
zcela nežádoucí jsou tyto aktivity nap. pro rst nádor.4 
 
2.1.1 Vznik a výskyt biogenních amin 
Biogenní aminy jsou nízkomolekulární organické dusíkaté báze, vznikající mikrobiální 
dekarboxylací aminokyselin nebo aminací a transaminací aldehyd a keton. Jejich výskyt lze 
oekávat ve všech potravinách, které obsahují proteiny nebo volné aminokyseliny a jsou 
vystaveny podmínkám umožující mikrobiální a biochemickou aktivitu. Mohou se tvoit 
psobením nativních enzym potravin nebo inností specifických mikrobiálních dekarboxyláz 
a v malém množství také zahíváním na vyšší teploty. 
 
 
Obr. 2  Tvorba biogenních amin.5 
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Biogenní aminy se vyskytují prakticky ve všech potravinách jako bžné produkty 
metabolismu. Ve vyšších množstvích se nacházejí ve fermentovaných výrobcích (sýry, 
trvanlivé salámy, pivo, víno, kysané zelí apod.), kde vznikají mikrobiální inností. Na tom se 
podílejí jak mikroorganismy použité ve startovacích kulturách, tak i mikroorganismy 
pirozen pítomné ve zpracovávané surovin. Sýry jsou považovány za potraviny s vysokým 
obsahem protein, ve kterých enzymatické a mikrobiální aktivity zpsobují vznik volných 
aminokyselin a následn biogenních amin. Ve skutenosti jde o to, že bhem zrání sýr 
dochází k degradaci kazeinu a následn k postupnému kumulování volných aminokyselin, 
které mohou být konvertovány na biogenní aminy pomocí aktivity bakteriálních 
dekarboxyláz. Základní biochemické reakci zodpovdné za vznik volných aminokyselin, která 
probíhá zvlášt v dob zrání sýr, íkáme proteolýza. Je to reakce zodpovdná za 
vznik charakteristické chuti, vn a textury rzných druh sýr. Následn je za vznik 
biogenních amin odpovdna míra aktivity bakteriálních dekarboxyláz. 
Dále se biogenní aminy vyskytují i v nefermentovaných potravinách (maso, moské ryby, 
zelenina, ovoce) vznikají hlavn psobením kontaminující mikroflóry bhem skladování. 
V pípad skladování potravin mže být obsah BA ukazatelem jakosti vstupní suroviny 
a úrovn hygieny bhem výrobního procesu a skladování. Vysoké koncentrace amin se 
vyskytují u potravin v pokroilém stupni kažení, proto zjišování jejich obsahu nám slouží 
i k identifikaci zkaženosti potravin. Biogenní aminy jsou tedy asto indikátorem hygienického 
zpracování a erstvosti (trvanlivosti) potravin. Odstranní již jednou vzniklých biogenních 
amin v potravin je velmi obtížné. Nejvhodnjším postupem je dodržování takových 
technologických postup a hygienických podmínek výroby, které brání jejich vzniku. 
Nejdležitjším opatením pro zábranu tvorby amin je používání vhodné teploty skladování. 
Pi 10 °C je produkce amin velmi zpomalena a pi 5 °C tém ustává. S teplotou souvisí také 
doba skladování (k nárstu obsahu biogenních amin dochází nejastji práv bhem doby 
skladování).6,7,8 
 
2.1.2 Mikroorganismy produkující biogenní aminy 
Mikroorganismy, které jsou schopny produkovat biogenní aminy a vykazují 
dekarboxylaní aktivitu jsou bakteriální rody Bacillus, Clostridium, Citrobacter, Escherichia, 
Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella, Lactobacillus, Pediococcus a Streptococcus. 
Nutno však také zmínit, že nkteré mikroorganismy v potravinách naopak biogenní aminy 
odbourávají (Pseudomonas, Serratia, Sarcina). Jejich proteolytická aktivita je však mnohem 
vyšší než aktivita enzym redukující aminy.7 Schopnost jednotlivých bakterií dekarboxylovat 
aminokyseliny je velmi rzná. Dokonce i rzné druhy jednoho rodu se mohou lišit v produkci 
biogenních amin až o ti ády. Je proto tém nemožné najít korelaci mezi obsahy BA 
a poty gramnegativních baktérií. Vzhledem k rznorodosti druh a rod jsou rzné 
i optimální podmínky pro tvorbu BA, jako je nap. teplota, pH, pístup kyslíku i obsah 
chloridu sodného. Vtšina amin vetn histaminu je tepeln stálá. Nkteré dekarboxylázy si 
uchovávají aktivitu i po pasterizaci, takže obsah BA mže vzrstat i bhem skladování 
potravin.1 
Pítomnost a akumulace biogenních amin závisí na mnoha faktorech jako je pítomnost 
specifických bakterií (enterokoky a laktobacily) a jejich dekarboxylaních enzym, 
dostupnost materiálu (volné aminokyseliny), pítomnost vhodného kofaktoru, existence 
vhodného prostedí (vhodné pH, aktivita vody, teplota, koncentrace solí a koncentrace tuku), 
typ sýru a doba skladování.9 Za tvorbu aminokyselin jsou odpovdny hlavn proteolytické 
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enzymy pocházející ze startovacích kultur a syidla, které podporují štpení kazeinu. 
Optimum aktivity dekarboxylaních enzym schopných dekarboxylovat aminokyseliny se 
pohybuje v kyselé oblasti pH. Velké výkyvy a zvlášt rychlý pokles pH psobí negativn na 
aktivitu enzym. Produkce amin se zvyšuje se zvyšující se teplotou, vodní aktivitou, 
koncentrací tuku a snižující se koncentraci soli. Pozitivn dekarboxylaní mikroorganismy 
mžou být souástí pirozené populace mléka použitého na výrobu sýru nebo mohou být 
zavedeny kontaminací ped, bhem nebo po procesu výroby. Proto je hygienická kvalita 
mléka velmi podstatná pro tvorbu biogenních amin v sýrech. Sýry vyrobené z mén 
mikrobiologicky kvalitního mléka obsahují vtší množství amin, než sýry z vysoce 
kvalitního mléka.3 
Enterobacteriaceae izolované ze sýr jsou považovány za mikroorganismy s vysokou 
dekarboxylaní aktivitou. Mnoho bakterií eledi Enterobacteriaceae produkují vysoké 
množství kadaverinu, putrescinu a histaminu a to zvlášt E. cloacae, E. aerogenes 
a Klebsiella oxytoca a stejn tak i Escherichia coli a Morganella (Proteus) morganii.10 
Vysoký obsah Enterobacteriaceae a koliform byl zaznamenán v asném stádiu zrání sýr, 
ale jejich úrove výrazn klesá v prbhu zrání a skladování. V dsledku toho, že jsou 
Enterobacteriaceae a koliformní bakterie celosvtov využívány jako indikaní organismy 
hodnotící mikrobiální kvalitu potravin, mže vysoký obsah tchto mikroorganism 
obsažených ve zralém sýru zpsobit vážné komplikace pi tržním hospodáství produktu jak 
v domácím, tak i mezinárodním obchodu. Rzné faktory pispívající ke snížení potu této 
skupiny mikroorganism bhem zrání jsou: zvýšení koncentrace NaCl; pítomnost bakterií 
mléného kvašení, které je inhibují; zvýšením koncentrace mléných kyselin; nízká teplota 
skladování.11 Akoliv se výše zmiované mikroorganismy obvykle vyskytují v nízkých 
potech ve svých konených produktech, mže pi nesprávném skladování surových 
materiál a nekontrolované fermentaci dojít k bujení Enterobacteriaceae, které mžou uvolnit 
své dekarboxylázy v asných fázích produkce sýru a posléze mže docházet k akumulaci 
biogenních amin.10 
Bakterie mléného kvašení jsou oznaovány jako pozitivn dekarboxylaní (dekarboxylují 
aminokyseliny). Potenciální produkce biogenních amin tyraminu, histaminu, putrescinu 
a kadaverinu byla zjištna u velkého potu bakterií mléného kvašení rzného pvodu 
zahrnující startovací kultury, ochranné a doplkové kultury a pvodní mikroflóru. Všeobecn 
jsou enterokoky a nkteré druhy laktobacil, zvlášt Lb. curvatus, Lb. brevis a Lb. buchneri, 
hlavními tvrci tyraminu. Zatímco Lactobacillus bulgaricus, Lb. casei a Lb. acidophilus jsou 
odpovdni za tvorbu pevážn histaminu. Nkteré druhy laktobacil jako je Leuconostoc spp., 
Weissella spp. a pediokoky nevykazují žádné potenciální produkce amin. Pouze nkolik 
málo druh laktobacil produkuje putrescin a/nebo malé množství kadaverinu vedle tyraminu. 
Výsledky jsou v souladu s faktem, že LAB jsou píležitostn spojovány s tvorbou tyraminu, 
ale mžou také pispívat k akumulaci dalších BA jako je putrescin.12 
 
2.1.3 Fyziologický význam a toxikologie biogenních amin 
Pro organismus jsou biogenní aminy nepostradatelné. Mají schopnost pímo nebo nepímo 
ovlivovat vaskulární a nervový systém u lovka. Slouží v organismu jako zdroje dusíku 
a prekurzory pro syntézu hormon, nukleových kyselin a protein. Polyaminy (spermin, 
spermidin, putrescin) jsou souástí všech živých bunk a jsou nepostradatelné pro bunný 
rst a metabolickou aktivitu tla. Histamin plní dležité metabolické funkce v nervovém 
systému a pi ízení krevního tlaku. His je také pítomen jako mediátor pi tzv. asné 
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alergické reakci organismu na pítomnost cizích antigen.7 Proto je také asto myln 
diagnostikována alergická reakce namísto potravinové intoxikace. Otrava histaminem se dá 
rozlišit podle toho, zda se již díve vyskytla alergie na stejnou potravinu, zda došlo 
k projevm u více lidí a zda lze v dané potravin pedpokládat vysoký výskyt histaminu. 
Rychlost s jakou se dostaví úinky po píjmu His (nkdy dokonce i do 5 minut) nasvduje 
vstebávání alespo ásti His, pípadn i další BA již z ústní dutiny, tedy díve než mže být 
detoxifikován stevními aminooxidázami. Inkubaní doba je vesms do 30 minut po požití. 
Projevy obvykle trvají nkolik hodin, nkdy však až nkolik dn. Otrava histaminem se proti 
jiným intoxikacím potravinami odlišuje projevy na kži. Otravu lze rychle pekonat podáním 
antihistaminik.1 Nkteré biogenní aminy s vyšším potem aminoskupin (putrescin, kadaverin, 
spermidin) mohou v nkterých pípadech sloužit k vychytávání volných radikál. Inhibují 
nap. oxidaci polynenasycených mastných kyselin. Tento jejich antioxidaní úinek roste 
s potem aminoskupin v molekule. Ve vysokých koncentracích se však pro organismus 
stávají toxickými. Mezi zvláš toxické patí kadaverin, putrescin a histamin.7 Zvýšená 
spoteba polyamin v organismu se projevuje pi nádorovém bujení. Za tchto okolností by 
ml být jejich píjem co nejnižší. Naproti tomu v období, kdy je žádoucí intenzivní rst 
bunk, jako je hojení ran, pooperaní stavy apod., mže být jejich zvýšený píjem žádoucí.1 
BA jsou spojeny s nepíznivými fyziologickými vlivy zahrnující bolest hlavy, hypertenzní 
krizi, horeku, nevolnost, kopivku, dýchací potíže, zrudnutí v oblieji, ervenou vyrážku na 
kži, žaludení a stevní vedy.9 BA nacházející se v sýrech jako jsou histamin, tryptamin, 
putrescin a kadaverin mohou inhibovat detoxifikaní enzymy pítomné v organismu jedince 
jimiž jsou monoaminooxidáza (MAO), diaminooixidáza (DAO) a histidinmethyltransferáza 
(HMT).13,14 Ve stevním traktu savc funguje uritý detoxifikaní systém, který dokáže 
metabolizovat bžný píjem BA potravou, kde hlavní roli hrají hojn zastoupené enzymy a to 
práv již zmínné MAO, DAO a HMT. Ty však mají jen uritou kapacitu, která nezvládne 
nadmrný píjem BA. Intoxikace se mže projevit již u potravin, které dosud nejeví 
senzorický postehnutelné projevy kažení. Enzymy psobí ve stevním epitelu, takže do 
krevního obhu se dostávají vzniklé produkty oxidace BA. Aktivitu tchto enzym snižuje 
alkohol a nkteré léky, tzv. inhibitory MAO. Nejvýraznjší je to u nkterých psychofarmak. 
Nepízniv psobí zejména klasická antidepresiva Tramylcypromin, Nardil, Anuredal 
a Imipramin, z nichž nkterá jsou nyní nahrazována preparáty s jinými farmakodynamickými 
úinky. Nežádoucí úinky byly zjištny rovnž u Izoniazidu používaného pi léb 
tuberkulózy a u nkterých antimalarik. Velmi podstatné je, že detoxifikaní schopnost 
organismu je znan individuální a zhoršuje se nap. pi nkterých onemocnních. Proto je 
urení prahové toxicity biogenních amin velmi obtížné, protože toxická dávka je siln 
závislá na schopnosti detoxifikaních mechanism u každého jedince.9 
Toxické dávky BA je obtížné stanovit. Velmi záleží na kondici jedince, zastoupení 
jednotlivých BA v potravin, množství zkonzumované potraviny a pítomnosti jiných 
potencujících složek, jimiž jsou již zmiovaný alkohol nebo léky. Obsah 100 mg/kg 
histaminu ve vzorku mže zpsobit intoxikaci histaminem, 100–800 mg/kg tyraminu tzv. 
reakci na sýr (6 mg, pokud pacient užívá léky s úinkem MAO) a 30 mg/kg 
2-fenylethylaminu migrénu.14 Spanier et al.15 navrhli, že suma histamin + tyramin + 
putrescin + kadaverin by pro sýr nemla pekroit hodnotu 900 mg/kg. S tím souvisí i 
legislativní omezení nejvyšší pípustné dávky. eská legislativa do roku 2004 obsahovala 
legislativní limity pro vybrané BA v rybách, sýrech, pivu a vínu, ale dnes je v R platný jen 
hygienický limit pro histamin v rybách a výrobcích z ryb uvádný v Naízení komise (ES) 
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. 2073/2005 ve výši 100 mg/kg. Tento limit mže být ve dvou vzorcích z devíti z jedné šarže 
pekroen až do hodnoty 200 mg/kg. Legislativa neuruje výrobcm deklarovat obsah BA na 
obalovém materiálu. Sýry obvykle obsahují jednotky až stovky mg/kg histaminu, tyraminu, 
putrescinu a kadaverinu, jednotky až desítky mg/kg 2-fenylethylaminu a velmi malá množství 
tryptaminu. Obsahy BA však mohou výjimen dosáhnout až gramových množství v 1 kg 
sýru, což závisí na ošetení výchozí suroviny a technologických faktorech, jako jsou teplota 
sýeniny, použití startovacích a plísových kultur.14 
 
2.2 Enterococcus spp. 
2.2.1 Taxonomie 
lenové rodu Streptococcus díve nazývány jako „fekální streptokoky“ nebo 
„Lancefieldova skupina D streptokok“ byli rozdleni do 3 odlišných rod: Streptococcus, 
Lactobacillus a Enterococcus na základ moderních klasifikaních technik a serologických 
test. Od rodu Streptococcus byl oddlen nepatogenní a technologicky významný rod 
Lactobacillus. „Fekální streptokoky“, které jsou spojeny s gastrointestinálním traktem 
lovka a zvíat, a s nkterými fermentaními potravinami a s výskytem na mnoha místech, 
tvoí rod Enterococcus. Rod Enterococcus tvoí spolu s rody Melissococcus, Tetragenococcus 
a Vagococcus ele	 Enterococcaceae. Enterokoky jsou grampozitivní, katalyticky negativní, 
fakultativn anaerobní koky, které jsou uspoádány v párech nebo vytváejí krátké etízky. 
Jsou to chemoorganotrofní mikroorganismy a syntetizují L-mlénou kyselinu z hexóz 
prostednictvím homofermentativní mléné fermentace. Typití enterokokové (Enterococcus 
durans, E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. hirae a E. mundtii) se od ostatních 
streptokok a laktobacil odlišují díky své schopnosti rstu jak pi 10 °C tak i 45 °C, 
v pítomnosti 6,5 % NaCl, v pítomnosti 40 % žlui a v pH 9,6.16 Ovšem identifikace 
enterokokových druh pomocí fyziologických test byla vždy problematická a nedostaující. 
Navíc tyto testy vyžadovaly dloubou inkubaní dobu. Proto se v dnešní dob využívají 
genotypické identifikaní metody sledující 16S a 23S rDNA geny. Tyto metody jsou mnohem 
pesnjší a relativn rychlejší. Za základní standardní metodu na rozlišování enterokokových 
izolát je využívána pulzní gelová elektroforéza (PFGE). Úspšn dokáže ukázat rozdíly mezi 
klinickými a potravinovými izoláty a izoláty pvodem z drbeže a hospitalizovaných 
pacient. Tato metoda je však v souasné dob považována za drahou, asov náronou 
a složitou. Proto se již v dnešní dob používají spíše následující metody. MLST (multilocus 
sequence typing) metoda multilokusové sekvenní typizace je založená na sekventování 
nukleotid vnitních gen a MLVA (multilocus variable analysis) metoda multilokusové 
promnné analýzy založené na promnném potu tandemových opakování. Tyto dv metody 
se osvdily mnohem lépe, než metoda PFGE.17 
 
2.2.2 Charakteristika enterokok 
Enterokoky patí mezi bakterie mléného kvašení (LAB) a jsou významné jak pro životní 
prostedí, tak pro potraviny a klinickou mikrobiologii. Bakterie rodu Enterococcus neboli 
enterokoky (díve nazývány také „fekální“ nebo Lancefieldova skupina D streptokok) jsou 
všudypítomné grampozitivní (G+) koky, které se ve vysokém množství vyskytují v zelenin, 
rostlinném materiálu, potravinách a to zvlášt v tch, jejichž pvodce je živoich jako 
napíklad mléné výrobky. Tyto bakterie hrají významnou užitenou roli pi výrob rzných 
tradiních fermentovaných potravin vyrábných zvlášt v jižní Evrop (pedevším pi výrob 
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tradiních sýr). Pítomnost a rst enterokok ve fermentovaných potravinách jako jsou sýry 
a klobásy vykazují organolepticky unikátní vlastnosti, které pispívají k zajištní vzniku 
místního kulináství a jedinenosti pvodu daného výrobku. V sýrech, zvlášt tch, které se 
vyrábjí ze syrového mléka, je jejich úinnost zahrnuta již v primární fermentaní aktivit, ale 
jsou také nedílnou souástí sekundární nestartující mikroflóry zahrnující proces zrání a vzniku 
vn.16,18 
V souasné dob do rodu Enterococcus adíme více než 20 druh, kdy se neastji 
vyskytuje Enterococcus faecium a Enterococcus faecalis. Tyto dva druhy spolu s menším 
množstvím E. furane jsou bžn pítomny v mléku a sýrových produktech. Enterococcus 
faecalis a E. faeciusm jsou také pirozenými leny stevní mikroflóry lovka vyskytujících se 
v rzných množstvích v závislosti na jedinci (102–108/g stevního obsahu) a osídlují 
celý zažívací trakt. Proto se nkdy používají také jako probiotika mající blahodárný vliv na 
funknost zažívacího traktu. asto byli díve považovány za indikátory fekálního zneištní, 
avšak bylo zjištno, že se vyskytují tém všude a i na rostlinách, které nepišly s fekáliemi 
vbec do styku. Vtšina druh enterokok jsou schopni rst v pítomnosti 6,5 % NaCl, 40 % 
žluové soli, v pH 9,6 a umí pežit 30 min pi 60 °C. Spousta druh také umí pežívat pi 
teplotách od 10 °C do 45 °C. 
Enterokoky vykazují i nežádoucí úinky. V kontrastu s tím, že jsou azeny mezi bakterie 
mléného kvašení, nejsou enterokoky považovány za „všeobecn uznané za bezpené“  
(GRAS = Generally Recognized as Safe) a jejich detekce ve vod je považována jako 
indikátor fekální kontaminace. Jsou odpovdni za zkažení potravin, zvlášt masa, a ješt 
závažnji mžou zpsobit lidské onemocnni.  Enterokoky jsou zdravotn závažné, protože 
zvyšují výskyt nosokomiálních onemocnní a neobvyklých infekcí jako je endokarditida, 
bakteriémie, infekce moových cest, infekce centrální nervové soustavy, vnitrobišní 
a pánevní infekce.17,19 Virulence enterokok je výrazn umocnná tím, že jsou rezistentní 
proti antibiotikm, které se bžn v praxi používají.20 
 
2.2.3 Pítomnost enterokok v mléných výrobcích  
2.2.3.1 Pítomnost v mléku a startovacích kulturách 
Dvodem zvýšeného množství enterokok pítomných v mléných výrobcích se dlouho 
považovala za výsledek nehygienických podmínek bhem výroby a  zpracování mléka. Avšak 
jejich pítomnost v potravinách asto vykazovala nesouvisející vztah k pímé fekální 
kontaminaci. Enterokoky se mžou vyskytovat v mléku bu	to pímo z lidských nebo 
zvíecích výmšk nebo nepímo z kontaminované vody, z prostedí zvíat a/nebo 
z mlékaského vybavení a velkoobjemových tank. Díky jejich psychotropní vlastnosti, 
tepelné odolnosti a adaptability k rzný substrátm a rstovým podmínkám, se poet 
enterokok mže zvyšovat bhem uchovávání mléka v lednice a to i v pípad kdy je mléko 
ošeteno pasterizací. Proto se enterokoky vyskytují jak v syrové, tak i pasterizované mléné 
mikroflóe. Rzné druhy enterokok jsou pítomny v mléných produktech avšak 
Enterococcus faecalis a E. faecium mají nejvtší význam. Enterokoky jsou souástí mléné 
startovací kultury, která se stále široce používá na výrobu rzných druh sýr, nejastji 
emeslnických, vyrábných v celé Evrop ze syrového nebo pasterizovaného mléka. 
Pítomnost enterokok v mléné startovací kultue, která je obvykle složená z termofilních 
bakterií mléného kvašení (LAB), mže vysvtlovat jejich tepelnou odolnost spojenou s jejich 
termofilní povahou.18 
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2.2.3.2 Pítomnost v sýrech 
Enterokoky jsou souástí NSLAB (nestartující bakterie mléného kvašení). Jsou tedy 
pirozenou složkou mléka. asto jsou však enterokoky aplikovány i ve form startovacích 
nebo doplkových kultur. Znaná tepelná rezistence vysvtluje jejich výskyt v sýrech 
vyrábných z pasterizovaného mléka. Proto se vyskytují jak v sýrech vyrábných 
z pasterizovaného mléka, tak v sýrech vyrábných ze syrového mléka. Jejich výskyt závisí na 
charakteru mléka, použitém startéru a na aplikované technologii. Daný technologický postup, 
který má pedepsané podmínky a postupy výroby, je aplikován tak, aby pípadné pežívání 
a množení bakterií bylo pod kontrolou. Za obnovu a vytrvalost rstu enterokok bhem zrání 
sýru je zodpovdný zvlášt jejich velký teplotní rozsah schopnosti rstu (10–45 °C) a jejich 
vysoká tolerance k záhevu, kyselosti (pH 4–9,6) a obsahu soli (6,6 % NaCl). Ovšem vysoký 
obsah enterokok v nkterých sýrech, zvlášt v erstvých a mkkých, vyrábných 
z pasterizovaného mléka a vybraných mléných startovacích kultur, jsou výsledkem malé 
hygienické praxe bhem výroby a vede k zhoršení senzorických vlastností sýru. Proto je 
pítomnost enterokok v tchto sýrech nežádoucí. Na druhou stranu nkolik studií potvrdilo, 
že enterokoky mžou mít i pozitivní vliv pi výrob a zrání tradiních sýr jako je Manchego, 
Picante, Majoero, Feta, Mozzarella, Serra a Comté. V tchto sýrech jsou enterokoky hlavní 
souástí mikroflóry kry sýru. V nkterých pípadech jsou dokonce pevládajícími 
mikroorganismy pln zralých produkt. Množství enterokok v ke sýru mžou dosahovat 
hodnot od 104 až 106 cfu/g a u pln zralých od 105 do 107 cfu/g. E. faecium, E. faecalis 
a v menší míe E. durans jsou nejbžnji se vyskytující a obnovující druhy enterokok Tím, 
že jsou enterokoky dominantními NSLAB u mnoha sýru, se pedpokládá, že mžou pozitivn 
pispívat ke vzniku vn bhem zrání. Nejenom, že mžou ovlivnit chu a vni sýr díky 
jejich primárnímu a sekundárnímu metabolismu, ale enterokoky také mžou produkovat adu 
enzym, které interagují se složkami mléka, což podporuje další významné biochemické 
transformace.18 
V jednotkách cfu je vyjádený poet mikroorganizm tvoících kolonie; poet jednotek cfu 
udává poet aktivních zárodk mikrobiálního kmene v 1 mg výrobku (cfu/mg).21 
 
2.2.3.3 Aplikace enterokok do mléných výrobk 
Hledáním dobrých okyselujících a proteolytických vlastností mezi E. faecium a E. faecalis 
izolovaný z rzných sýr a jejich astá izolace z pírodních startovacích kultur používaných 
k výrob emeslnických sýr povzbudilo aplikaci tchto mikroorganism jako primární 
startovací kultury. Jakmile se však zaaly více prostudovávat sýry, nevykazovaly enterokoky 
tak velký význam jak se myslelo. Zjistila se jejich v podstat malá okyselovací a proteolytická 
aktivita, jež dlá enterokoky mén významné jako primární startovací kultury. 
Doplkové kultury mžou být definované jako pídavek do sýr za úelem jiným než 
jenom tvorba kyseliny, což má za úkol pevážn startér. Vybraná nestartující doplková 
kultura mže být pidávána za úelem urychlení zrání, ke vzniku požadované chuti nebo 
ve funkci jako probiotikum. V podstat pítomnost pidané enterokokové flóry v prbhu 
zrání pozitivn ovlivuje chu, vni, barvu, strukturu, stejn tak jako souhrnný senzorický 
profil pln vyzrálých sýr.18 
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2.2.3.4 Enterokoky jako probiotika 
Probiotika jsou jednoduché nebo smsné kultury živých mikroorganism, které jsou 
konzumovány zvíaty nebo lovkem a mají blahodárný vliv zpsobující zlepšování vlastností 
pvodní flóry zažívacího traktu. Funkní vlivy probiotik zahrnují: inhibici patogenních 
mikroorganism, zpevování stevních slizniních bariér, antimutagenní a antikarcinogenní 
aktivity, stimulace imunitního systému a snížení hodnoty krevního cholesterolu. Vtšina 
probiotických kultur jsou stevního pvodu a spadají do rodu Bifidobacterium a Lactobacillus 
a asto také do rodu Enterococcus. E. faecium SF68 se používá na ošetení prjmového 
onemocnní a je považován za alternativu antibiotického ošetení. Zkracuje dobu trvaní 
prjmového onemocnní a as normalizace pacientovy stolice. Používání enterokok jako 
probiotik je však stále spornou otázkou. Zatímco jsou u nkterých druh jasn stanoveny 
probioticky prospšné vlastnosti, tak vývoj antibioticky rezistentních druh enterokok 
a zvyšující se výskyt enterokok zpsobující lidská onemocnní zvyšuje pochybnost jejich 
použití jako probiotika. Obava z toho, že antimikrobiáln rezistentní geny a geny kódující 
virulentní faktory mžou být peneseny do probiotických druh v gastrointestinálním (GI) 
traktu, vede k tomu, že je jejich používání jako probiotika diskutabilní.16 
 
2.2.3.5 Enterokoky jako ochranné kultury 
Nkteré enterokoky mléného pvodu produkují bakteriociny (enterotoxiny) fungující jako 
inhibitory kažení potravin nebo inhibitory patogenních bakteriích jako je Listeria 
monocytogenenes, Staphylococcus aureus, Vibrio cholera, Clostridium spp., Bacillus spp. 
Prokázalo se, že vnik tohoto enterotoxinu má technologický význam a usnaduje a zajišuje 
bezpenjší výrobu a zrání mléných výrobk. Když se bhem výroby uvoluje malé 
množství enterotoxinu, mže se aplikovat doplková kultura, která je složená z enterokok, 
a která podpoí a zvýší vznik enterotoxinu. Tyto bakteriociny produkované bakteriemi 
mléného kvašení jsou malé, ribozomáln syntetizované, extracelulárn vyluované, 
antibakteriální peptidy nebo proteiny, které mají inhibiní úinek proti grampozitivním 
bakteriím. Díky svému inhibinímu úinku se staly zajímavými aditivy v oblasti 
potravináství v rámci pirozené ochrany potravin proti zkažení a patogenm penášejícími se 
potravinami. Respektive se dá íci, že bakteriocinogenní druhy bakterií mléného kvašení se 
používají nov jako startovací kultury nebo doplkové kultury ve prospch fermentaních 
proces, kde pispívají v kompetitivnosti produkních kmen k zajištní vzniku bezpených 
potravin bez žádné nežádoucí kontaminace. Enterotoxiny produkované enterokoky mají 
zajímavý technologický význam, protože skoro vtšina z nich jsou aktivní proti patogenm, 
které se penášejí potravinami, a to zejména proti Listeria a Clostridium. Proto se aplikace 
tchto enterotoxin zdá být slibná.22,18 
 
2.2.4 Vliv enterokok na lidský organismus 
2.2.4.1 Enterokoky jako oportunistický patogen 
Akoliv jsou enterokoky konzumovány již po staletí a nikdy nebyly považovány  
za ásten virulentní organismy, dnes je tomu jinak. Jsou objevovány jako hlavní píina 
vzniku nosokomiálních infekcí všude ve svt. Enterokoky jsou 3. nejbžnjší píinou 
nosokomiální krevní infekce ve Spojených státech a 4. v Evrop. Enterokokové infekce jsou 
pevážn zpsobeny E. faecalis a E. faecium, jež zodpovídají až za 80 % infekních 
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onemocnní. Poslední studie signalizují, že pomr infekcí zpsobené E. faecium stoupá, 
hlavn následkem toho, že se zvyšuje antibiotická rezistence E. faecium izolát. Jiné druhy 
enterokok jako je E. durans, E. gallinarum, E. casseliflavus nebo E. raffinosus byly mnohem 
mén astji odpovdny za entetokokové infekce. Enterokokové klinické izoláty jsou 
neškodné u zdravého jedince, ale stávají se patogenními hlavn u pacient jednotky intenzivní 
pée a u hospitalizovaných pacient se závažným onemocnním nebo zhoršenou funkcí 
imunitního systému nebo u starších lidí. Enterokoky jsou asto sdruženy s dalšími patogeny 
u polymikrobiálních intraabdominálních infekcí, ímž se komplikuje urení jejich konkrétní 
role u dané infekce. To však nemní nic na tom, že bylo jasn prokázáno, že jsou bakterie 
rodu Enterococcus spp. zodpovdné za infekci moových cest, bakteriémii, endokarditidy 
a pooperaní komplikace po operaci šedého zákalu. 
Epidemiologické studie asto vztahují enterokokové infekce s primární kolonizaci 
pacientova gastrointestinálního traktu. Translokace enterokok pes intestinální epitelovou 
vrstvu je považována za píinu vzniku bakteriémie. Další identifikovatelné zdroje pro vznik 
bakteriémie zahrnují zavedení intravenózní kapaky, abscesy a infekce moových cest. 
Rizikový faktor úmrtnosti spojený s enterokokovou bakteriémii zahrnuje adu nemocí, vk 
a užívání širokospektrálních antibiotik jako je tetí generace cefalosporin nebo 
metronidazol. Enterokoková bakteriémie mže zpsobit také endokarditidu, která vyžaduje 
nejnáronjší lébu krevního eišt a je spojována všeobecn s vyšší úmrtností. Hned po 
streptokocích a S. aureus adíme enterokoky na tetí místo ve schopnosti zpsobovat 
bakteriémii. Ze všech pípad onemocnní endokarditidou jsou enterokoky zodpovdné 
pibližn za 5–20 %. 
Zatímco jsou všechny rizikové faktory enterokokové infekce stále debatovány, je 
zanedbávání hygienických podmínek, pedcházející intenzivní ošetování antibiotiky, delší 
hospitalizace a pítomnost moových nebo žilních kateter považovány za rizikové faktory, 
kdy mžeme onemocnt enterokokovou infekcí. Akoliv se stupe úmrtnosti liší mezi 
studiemi a nemocniními studiemi z oddlení, je prmrný stupe úmrtnosti 20–30 %. 
Enterokokové infekce jsou velmi závažné pro zdraví lovka a jako nosokomiální patogeny 
mají pímý a významný ekonomický dopad na prodloužení doby hospitalizace v nemocnicích 
a poskytování další a náronjší pée.17 
 
2.2.4.2 Rezistence enterokok k antibiotikm 
Virulence enterokok je siln zvýšena jejich astou odolností k bžn používaným 
antibiotikm. Antibiotická rezistence, která mže být jak vlastní, tak získaná, dlá enterokoky 
efektivními oportunisty zpsobující nosokomiální infekce.20 Antibiotická rezistence 
zamující se zejména na E. faecalis a E. faecium byla intenzivn prostudována. Vtšinou 
byly analýzy provádny u klinických a lidských enterokokových izolát, protože mají vyšší 
klinický dopad. Dkladná charakteristika enterokok prokázala neobvykle vysokou úrove 
vlastní tolerance k nízkým koncentracím nkolika druh antibiotik zahrnující 
aminoglykosidy, -laktamy (tetí generace cefalosporin) a chinolony. Speciáln E. faecium 
(jeho klinické izoláty) jsou skuten rezistentní i k vysokým koncentracím penicilinu. Krom 
jejich vlastní tolerance (nízká úrove rezistence) jsou enterokoky vybaveny i genetickými 
determinanty, díky kterým získávají rezistenci k mnoha dalším antibiotikm. Speciáln 
glykopeptidm (vankomycin, teikoplanin) a k synergickému vlivu -laktam 
a aminoglykosid. Enterokoky rezistentní na vankomycin pedstavují hlavní problém pi 
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léb infekcí. Jako lék je vankomycin používán jako poslední možnost ošetení pi infekcích 
ohrožující život zpsobené vícenásobn antibioticky rezistentní enterokoky. 
Mnohé studie se pokusily srovnávat rezistentní spektra rzných enterokok v závislosti na 
jejich pvodu (lidský, zvíecí, z potravin). I když jsou antibioticky rezistentní enterokoky 
izolovány z potravin, jen nkolik z nich je rezistentní ke klinicky významným antibiotikm 
jako je ampicilin, penicilin, gentamicin a vankomycin. Antibiotická rezistence u izolát 
z mléných produkt se zdá být ponkud odlišná, než jak bylo dokázáno ve studiích, jelikož 
závisí na druhu a regionálním pvodu daných izolát nebo se také mžou lišit i z dvodu 
odlišné metody izolace. Rezistence na chloramfenikol, tetracyklin a erythromycin, 
procentuáln vyjádena rezistence 64 %, 45 % a 32 %, jsou hlavní komplikací u mléných 
izolát E. faecalis. Za astou detekci rezistentních vlastností u mléných izolát mže 
pravdpodobn jejich schopnost transportního mechanismu rezistentních gen 
prostednictvím konjugativních plastid a transpozon. Nap. rezistence na tetracykliny je 
jedna z nejbžnjších získaných forem antibiotických rezistencí u enterokokových izolát 
z potravin. Dalším závažným problémem je schopnost penosu rezistentních gen do více 
patogenních druh. Byla studována a zjištna schopnost penosu z E. faecalis do S. aureus 
v myší kži a penos in vitro do listerie. V nových poznatcích byl takovýto penos 
zakomponovaný pi vývoji S. aureus rezistentního k vankomycinu a methicilinu. Daná 
závažná hrozba reprezentovaná tímto patogenem musí být peliv monitorována. Tato 
širokospektrální antibiotická rezistence zvyšuje problém ekosystému sýr jako potenciální 
rezervoáry antibioticky rezistentní genové výmny mezi enterokoky a dalšími druhy 
baktérií.17 
 
2.3 Lactobacillus spp 
2.3.1 Taxonomie 
Již v roce 1901 byl rod postupn organizován do skupin na základ fenotypických 
vlastností: dle optimální teploty rstu, dle zpsobu fermentace hexosy a poté také dle 
obligátní/fakultativní, homo/heterofermentatívní schopnosti. S vývojem molekulárních 
pístroj a genetické charakterizace byla nomenklatura rodu Lactobacillus peorganizována. 
Nová skupina byla identifikována na základ rozpoznávání genu 16S rRNA. Zvyšující se 
používání víceúrovové taxonomie vedla k taxonomickým zmnám v rámci rodu 
Lactobacillus. Díky tomuto vývoji bylo popsáno mnoho dalších nových druh. V lednu roku 
2007 bylo popsáno 137 druh a 27 poddruh laktobacil, ty však ješt nejsou detailn 
popsané a zapracované ve „Formálních listech bakteriálních názv postavených na základech 
nomenklatury“ (Formerly List of Bacterial names with Standing in Nomenclature – Euzéby, 
www.bacterio.cict.fr). Rod Lactobacillus je velmi heterogenní skupina bakterií 
a pedpokladem je, že se jejich uspoádání bude ješt mnohokrát mnit. Díky nové moderní 
technice založené na sekventování celých genom se pedpokládá, že se objasní klasifikace 
systému a taxonomické vztahy problematických bakterií rodu Lactobacillus. Kompletní 
genová sekvence byla již publikována u šesti laktobacil spadající do druhu Lb. acidophilus, 
Lb. johnsonii, Lb. sakei, Lb. salivarus a Lb. plantarum.23 
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2.3.2 Charakteristika laktobacil 
Laktobacily jsou nesporogenní, grampozitivní tyinky spadající do skupiny bakterií 
mléného kvašení (LAB – lactic acid bacteria). Nacházíme je v substrátech s vysokým 
obsahem sacharid, dále také ve svalových membránách živoich a lidí (ústní dutina, steva, 
pochva), na rostlinách a materiálech rostlinného pvodu, v hnojivu, v odpadních vodách a ve 
fermentujících nebo kazících se potravinách. Mikroskopicky jsou tyto bakterie nepohyblivé, 
tenké tyinky lišící se ve své délce od dlouhých ke krátkým. Spousta druh laktobacil jsou 
fakultativními anaeroby rostoucí v pítomnosti nebo nepítomnosti kyslíku v prostedí. Pouze 
20 % druh izolát z lidského organismu jsou obligátní anaeroby. Laktobacily jsou 
všudypítomné ve strav a nacházejí se v gastrointestinálním traktu již brzy po narození. 
U zdravého jedince jsou pítomny v ústní dutin (103–104 cfu/g), tenkém stev (103–
107 cfu/g) a tlustém stev (104–108 cfu/g) a také jsou dominantní mikroflórou v pochv. 
Laktobacily hrají významnou roli pi výrob fermentovaných potravin: zelenina, maso 
s ásten fermentované mléné produkty. Mléná kyselina je hlavním metabolickým 
koneným produktem laktobacil bhem fermentace glukosy. Octová a jantarová kyselina 
jsou také produkovány, ale jen v menším množství. Gastrointestinální trakt (GI) jednotlivých 
savc je bžn kolonizován bakteriemi rodu Lactobacillus spp. Nejastji izolovaným druhem 
z travícího traktu jsou Lb. brevis, Lb. casei, Lb. acidophilus, Lb. plantarum, Lb. fermentum 
a Lb. salivarious. Laktobacily jsou rznorodá skupina bakterií.23 
 
2.3.3 Role laktobacil ve fermentovaných mléných výrobcích 
2.3.3.1 Pítomnost v sýrech 
Laktobacily nacházíme v syrovém mléce a fermentovaných mléných výrobcích jako jsou 
sýry, jogurty a fermentované mléko. Laktobacily jako NSLAB (nestartující bakterie mléného 
kvašení) mají významnou roli u mnoha sýr zvlášt ve fázi zrání. Jsou taky dležité pro vznik 
chut a  vn. Mnoho druh mezofilních laktobacil se dá izolovat ze sýru, nejastji se však 
setkáváme s Lb. casei, Lb. paracasei, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus a Lb. curvatus. 
Specifické studie odhalily, že tém v každém sýru se vyskytuje jiné zastoupení druh 
laktobacil. Laktobacily mžou být úmysln pidány do sýru jako startovací kultury také 
z technologických dvod. Spolen s dalšími mikroorganismy splují laktobacily zásadní 
hlavní roli pi výrob sýr, což je tvorba mléné kyseliny z laktosy. S laktobacily se také 
setkáváme pi aplikaci sekundární nebo doplkové kultury. Používanými druhy v tchto 
kulturách jsou Lb. paracasei subsp. paracasei, Lb. rhamnosus, Lb. plantarum a Lb. curvatus. 
Jejich role je pesn vztažena na zrání sýru a vlastnosti jako je proteolýza, lypolitická 
a antagonistická aktivita a v neposlední ad vykazují nkteré druhy probiotický potenciál. 
Doplkové kultury hrají taky významnou roli pi regulaci chut a vn pi výrob sýru 
z pasterizovaného mléka. Pasterizace totiž ovlivuje tvorbu hlavních tkavých látek mléka 
a tím pádem nepízniv ovlivuje charakter chuti z vn sýru (jejich vn a chu je 
nevýrazná, neodpovídá senzorickým požadavkm). Proto se v pípadech, kdy se sýr vyrábí 
z pasterizovaného mléka používají tyto doplkové kultury, které jsou schopny dát sýru takový 
senzorický profil, že nepoznáme, že je vyroben z pasterizovaného mléka.23 
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2.3.3.2  Laktobacily jako probiotika 
Fermentované mléné produkty jsou zdrojem pro identifikaci probiotických druh bakterií, 
které nejastji spadají do rodu Lactobacillus. Vybrané druhy laktobacil jsou v souasné 
dob testovány nebo jsou prodávány ve form fermetovaných mléných výrobk jako jsou 
fermentované mléko, sýry nebo jogurt. Probiotické druhy laktobacil jsou nyní široce 
používány ve prospch zdraví konzumenta. Probiotické vlivy laktobacil u lidí jsou dobe 
dokumentovány. Nkolik posledních recenzí zvýraznily výhody a nevýhody v jejich použití 
v rzných lékaských a zdraví se týkajících oblastech: kontrola stevních zánt, zlepšení 
lidského zdraví, jejich význam pi ošetování infekcí bhem thotenství, jejich terapeutická 
role v trávicím ústrojí, správa alergických nemocí, prevence infekcí moových cest a velký 
poet dalších lékaských aplikací. Mléné produkty jsou nejjasnjšími zdroji sloužící lidem 
díky probiotickým úinkm.23 
 
2.3.3.3 Laktobacily jako ochranné kultury 
Nkteré druhy laktobacil produkují bakteriociny. Bakteriociny jsou malé proteiny tvoeny 
bakteriemi, které mají toxický úinek na jiné bakterie. Bakteriociny mžou být vpravovány do 
fermentovaných výrobk pímo použitím bakteriocidních bakterií jako startovací nebo 
doplková kultura. Laktobacily produkují také látky, kterým nevadí pítomnost bakteriocinu. 
Tyto látky nejsou tak dobe chemicky definovány jako bakteriociny, ale také ovlivují 
aktivitu potenciáln patogenních bakterií. Dále tyto látky mají široké spektrum aktivity 
a inhibice u obou grampozitivních i gramnegativních bakterií a také u nkterých plísní. 
L. casei produkuje antimikrobiální smsi, které jsou aktivní proti Escherichia coli. Objev 
tohoto psobení napovídá tomu, že pítomnost laktobacil mže pedcházet nežádoucímu 
pomnožení rzných GI a urogenitálních bakterií v organismu, což zajišuje prevenci proti 
vzniku infekce. 
Pítomnost mléné kyseliny a peroxidu vodíku, jež jsou dalšími bioprodukty metabolismu 
laktobacil, také prokázali schopnost ovlivovat rst patogenních bakterií. Jestliže 
ve vaginálním traktu nejsou pítomny laktobacily schopné produkovat peroxid vodíku, pak 
následkem toho je pomnožení katalyticky negativních bakterií, což vede k vzniku vaginální 
bakteriózy. Také bylo prokázáno, že ženy, které nebyly kolonizovány laktobacily produkující 
peroxid vodíku, bu	to rektáln nebo vagináln, trply s 15krát vtší pravdpodobností 
vaginální bakteriózou, než ženy, které kolonizovány byly. Mléná kyselina také sama o sob 
inhibuje rst patogenních mikroorganism. To bylo prokázáno ve studii provádné in vitro, 
kdy se prokázala inhibice rstu Candida albicans ve smsné kultue laktobacil. Tento jev je 
pipisován kyselejšímu pH (3,7–4,2) media, ke kterému dochází z dvodu produkce kyseliny 
mléné. Všechny tyto charakteristiky dávají laktobacilm klíový význam pro lidskou 
bakteriální flóru, jejíž správné složení slouží k udržení více patogenních baktérií pod 
kontrolou a nedovolí jim zpsobovat infekce.23,24 
 
2.3.4 Vliv laktobacil na lidský organismus 
2.3.4.1 Laktobacily jako oportunistický patogen 
Navzdory jejich extrémní všudypítomnosti je známo pouze nkolik málo pípad infekcí 
zpsobené laktobacily. Není dokumentovaný žádný pípad nemoci z povolání nebo respiraní 
alergie zapíinná laktobacily. Mezi roky 1950 a 2003 byl analyzován poet onemocnní 
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zpsobených laktobacily. Bylo uvedeno 241 pípad a diskutováno, jak moc se tento rod 
bakterií podílí na vzniku endokarditidy, bakteriémie, lokální infekce a další spousty infekcí. 
Poslední sledované infekce postihly pacienty se zavedeným centrálním katétrem. L casei 
(35,7 %) a L. rhamnosus (22,9 %) byli nejbžnjšími viníky onemocnní. Z naších znalostí 
bylo ve Francii od roku 1823 detekováno 5 pípad infekcí zapíinných rodem 
Lactobacillus. Ti pípady pivodily endokarditidu, jeden jaterní absces a jeden infekci 
moových cest. Je faktem, že vtšina tchto ojedinlých pípad onemocnní se vyskytuje 
u jedinc prodlávajících njaké jiné onemocnní, obvykle nkolik nemocí souasn. Pacienti 
s oslabenou imunitou jsou obecn více náchylní k infekcím s danými patogeny a více se 
u nich vyskytují oportunistické infekce. 
Možným rizikovým faktorem je velmi velká konzumace mléných výrobk, nebo pití 
mléných nápoj obsahující L. rhamnosus GG. Je znám jeden pípad, kdy pacient trpl 
zántem vnitního poranní psobením izolát L. rhamnosus GG. Pacient uvedl, že 
konzumoval velké množství fermentovaného mléka obsahující L. rhamnosus GG msíc ped 
hospitalizací. Dalším podobným pípadem je onemocnní mladého mže nejprve 
endokarditidou a také septickou artritidou zpsobenou L. rhamnosus izolovaného 
z probiotického jogurtu. Tento pacient také vypovdl, že zkonzumoval obrovské množství 
tohoto jogurtu. S ohledem na to, že se taxonomie rodu Lactobacillus stále mní, je dost 
možn, že tyto pedchozí údaje o asociací laktobacil a patogenních  pípad nejsou pieny 
tomu správnému rodu a/nebo druhu bakterií. 
Je vhodné také poznamenat, že v prbhu té samé asové periody, bylo velké množství 
laktobacil bezpen spravováno i pacienty s oslabenou imunitou. Dv klinické studie 
vyhodnocovaly úinnost a bezpenost laktobacil v malých skupinách pacient s oslabenou 
imunitou (nap. pacienti s HIV infekcí). Obdobn byly druhy laktobacil zkoušeny u kojenc, 
dtí a starých lidí, kteí trpli Crohnovou chorobou nebo prjmovým onemocnním a u HIV 
pozitivních lidí a žádné nepíznivé vedlejší úinky nebyly zaznamenány. 
Laktobacily samy o sob nepedstavují pro organismus velké riziko. Mnohem rizikovjší je 
výsledek jejich metabolické aktivity, kdy mžou vznikat pro tlo nepíznivé látky, jako je 
teba D-laktát nebo biogenní aminy (histamin, tyramin, atd.). Tyto látky mohou být 
vyprodukovány a následn akumulovány ve fermentovaných mléných výrobcích jako jsou 
sýry. Dalšími relativn závažnými vlastnostmi laktobacil je jejich schopnost dekarboxylace 
tyrosinu, jejich enzymatická aktivita, degradace kyseliny hyaluronové, kolonizace a produkce 
toxických metabolit.23 
 
2.3.4.2 Rezistence laktobacil k antibiotikm 
Antibiotická rezistence bakterií mléného kvašení izolovaných z potraviny je ve stedu 
pozornosti od té doby, kdy tyto bakterie, vetn laktobacil, mžou sloužit jako rezervoáry 
pro antibioticky rezistentní geny. Laktobacily jsou široce používány pi výrob mléných 
výrobk jako startovací kultury nebo jako probiotika. Prostednictvím tchto potravin 
vstupuje do našeho organismu velké množství bakterií a mohou interagovat s vnitními 
mikrobiální flórou lovka. Proto mžou potenciáln sloužit jako hostitelé pro antibioticky 
rezistentní geny s rizikem penosu gen do bakterií mléného kvašení nebo dalších 
patogenních bakterií. Laktobacily se vyznaují také svou vlastní rezistencí vi nkterým 
antibiotikm (nap. vankomycin, bacitracin, gentamycin, atd.). Mnoho studií zabývající 
se fermentovanými mlénými výrobky mlo sklon k tomu stanovit antibiotickou škálu 
rezistence populace laktobacil bez ohledu na jejich vlastní rezistenci. To je však v celku 
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bezvýznamné, jelikož to nezajišuje absenci penosného mechanismu. Jak prohlásila EFSA 
(Evropský úad pro bezpenost potravin) v roce 2005: Vlastní rezistence a rezistence 
v dsledku mutace chromosomálních gen pedstavuje malé riziko rozšiování a na základ 
toho mžou být tyto bakterie akceptovány pro komzumaci v potravinách. Nicmén však 
získaná rezistence zprostedkována pidanými geny mže pedstavovat riziko pro veejné 
zdraví. Shrnutím tohoto významného hlediska mžeme íci, že startovací bakterie mléných 
produkt se nepovažujeme za významný zdroj šíení gen kódující rezistenci 
k antimikrobiálním initelm. Pozornost by však mla být vnována novým druhm baktérií, 
které se používají jako startovací kultury nebo probiotika.23 
 
2.4 Stanovení biogenních amin a potu mikroorganism 
2.4.1 Analytické stanovení biogenních amin 
Pro stanovení biogenních amin bylo vyvinuto nkolik technik zahrnující tenkovrstvou 
chromatografii (TCL), plynovou chromatografii (GC), kapilární elektroforézu (CE), 
a kapalinovou chromatografii (HPLC). V praxi se nejastji používají vysoce citlivé 
chromatografické metody na reverzních fázích s fluorescencí nebo UV detektorem 
po dansylaci, benzoylaci nebo derivatizací 9-fluoromethyl chloroformátem, o-ftaldialdehydem 
(OPA) nebo N-hydroxysuccinimidyl-6-chinolyl karbamatem. Iontov párovou RP-HPLC 
nebo iontov výmnnou chromatografií lze stanovit aminy po postkolonové derivatizaci OPA. 
V poslední dob se jeví jako velmi spolehlivé a vysoce citlivé chromatografické metody 
s elektrochemickou detekcí nebo detekcí pomocí hmotnostní spektrometrie (LC/MS), zvlášt 
pokud dochází ke koeluci více látek.4 
 
2.4.1.1 Popis metody RP-HPLC 
Jednou z nejvhodnjších technik na stanovování biogenních amin je považovaná 
RP-HPLC. Reversed-phase High Performance liquid chromatography (RP-HPLC) je 
vysokoúinná kapalinová chromatografie s tzv. obrácenými fázemi. Jestliže se v HPLC 
s klasickým uspoádáním používá nepolární mobilní fáze a polární stacionární fáze, pak 
v pípad RP-HPLC je tomu naopak. Kapalinová chromatografie je separaní a souasn 
analytická fyzikáln chemická metoda pro separaci a analýzu smsí látek, jejímž základním 
principem je rozdlování složek smsi mezi mobilní a stacionární fázi. Jako vhodné mobilní 
fáze je možné použít alkoholy (methanol), nitrily (acetonitril) a ethery (tetrahydrofuran, 
diethylether). Vtšinou však tyto eluenty mají píliš velkou eluní sílu a proto se používají 
ve smsi s vodou. Zásobníky jsou sklenné láhve, kterých mže být nkolik s navzájem 
rznými mobilními fázemi, které je možné spolu automaticky mísit v pedem zvoleném 
pomru. Stacionární fázi (nepolární) tvoí silikagel s chemicky vázanou uhlovodíkovou 
skupinou (fenyl, CH3-, C8H17-, C18H37- a další).25 Vysokotlaká bezpulzní pumpa je další 
velmi dležitou souástí HPLC aparatury. Kolony pro HPLC jsou plnny mikroásticemi, 
které pi prchodu mobilní fáze kladou znaný odpor. Z toho dvodu musí být mobilní fáze 
pod vysokým tlakem (až 40 MPa), aby mohla projít pes kolonu. Dostatený tlak a konstantní 
prtok mobilní fáze zajišuje práv vysokotlaká pumpa. Vzorek je dávkován do proudu 
mobilní fáze pomocí dávkovací smyky nebo pomocí automatického dávkovae. Zpravidla se 
jedná o nerezovou trubici o vnitním prmru okolo 4 mm a délce typicky 5–25 cm, která je 
naplnna stacionární fází. O schopnosti kolony separovat urité smsi na jednotlivé složky 
opt rozhoduje zejména typ stacionární fáze zakotvené na silikagelovém nosii. V metod 
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HPLC je dostupná ada rzných detektor, které se liší principem, konstrukcí, selektivitou, 
citlivostí, mezí detekce. Metoda HPLC využívá tyto typy detektor: spektrofotometrický 
detektor (UV-VIS), fluorescenní detektor, hmotnostní spektrometr, refraktometrický detektor 
a další. Volba detektoru opt závisí na konkrétní aplikaci. asto používaným detektorem je 
detektor spektrofotometrický (UV-VIS) a fluorescenní. Podmínkou použití tchto detektor 
je, aby daný analyt absorboval záení urité vlnové délky (UV-VIS detekce), anebo aby 
emitoval flourescenní záení (fluorescenní detekce). Pokud analyt sám o sob neabsorbuje 
záení v oblasti UV-VIS nebo neemituje fluorescenní záení, je použití tchto detektor 
podmínno derivatizací vzorku (vzorek je chemickou reakcí peveden na sloueniny, které 
mají potebné vlastnosti – absorpce UV-VIS, fluorescence). Výsledkem HPLC analýzy je 
chromatogram. Pokud je analyzovaná sms dobe rozdlena, pak každé složce smsi 
odpovídá jeden pík. Poloha píku na ose x uvádná pomocí retenního asu (ureno podle 
polohy vrcholu) uruje o jakou látku se jedná (kvalitativní analýza), plocha píku (nebo jeho 
výška) uruje koncentraci látky ve smsi (kvantitativní analýza). Identifikace pík (látek) se 
provede tak, že se na stejné separaní kolon za stejných experimentálních podmínek provede 
analýza pedem pipravené smsi o známém kvalitativním složení, tzv. standardní sms. 
Pokud se retenní asy pík na chromatogramu neznámé smsi shodují s retenními asy pík 
smsi o známém složení, pak se jedná o stejné látky. Koncentrace látek ve smsi se uruje 
z ploch nebo výšek pík metodou kalibrace, pro kterou existuje více zpsob provedení. 
Prbh analýzy má následující kroky. Aparaturou protéká mobilní fáze, která je ze zásobních 
lahví vedena pes vysokotlakou pumpu do kolony, z ní do detektoru a dále pak do odpadu. 
Dávkovaem je do proudu mobilní fáze nadávkován vzorek (ádov nkolik l). Vzorek je 
unášen mobilní fází do kolony, kde dochází k separaci jednotlivých složek. Výstup z kolony 
vede do detektoru, kde jsou jednotlivé složky detekovány. Signál z detektoru je 
zaznamenáván pomocí PC a uložen nebo tisknut v podob chromatogramu. HPLC analýza je 
ve srovnání s plynovou chromatografickou analýzou (GC) mnohem mén citlivá na teplotu 
kolony a prtokovou rychlost mobilní fáze. Je však citlivá na složení a pH mobilní fáze. 
Výhodou HPLC je schopnost analyzovat termolabilní látky (nap. vitamíny a jiné), které by 
pi použití plynové chromatografie degradovaly a byly by tak neanalyzovatelné.26 
 
2.4.1.2 Aplikace pro biogenní aminy 
Pro stanovování látek jakou jsou biogenní aminy je derivatizace hlavním krokem 
provádným ped injekcí, který zajišuje požadovanou senzitivitu metody. Derivatizace 
pomocí dansyl chloridu má tu výhodu, že mžeme detekovat pomoci UV záení (254 nm) a že 
eluní as je krátký (využívá se jednoduchá eluce vodou a acetonitrilem). Všechny metody pi 
stanovení biogenních amin se sestávají ze dvou hlavních krok: extrakce amin z matrixu 
a analytické stanovení. Vtšina metod zabývající se stanovením biogenních amin v sýrech 
provádí nejdíve extrakci z pevného matrixu v kyselem prostedí. Poté je extrakt saturován 
pomocí solí k dosažení kyselejšího pH. Pímá derivatizace okyseleného extraktu byla úspšn 
použita mnoha autory na potravinové matrice s relativn nízkým obsahem volných 
aminokyselin nap. v mase, rybách a zelenin. Sýry jsou potraviny obsahující vysoké 
množství protein, ve kterých jsou enzymatické a mikrobiální aktivity zodpovdné za tvorbu 
biogenních amin dekarboxylací z aminokyselin. V citovaném lánku se ovilo, že metoda 
pímé derivatizace okyseleného extraktu pi teplot 40 °C po dobu 60 min je kvantitativn 
vyhovující pro stanovení biogenních amin v sýrech v rzném stupni proteolýzy. Tudíž jsme 
také tuto metodu použili v naší práci.27 
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2.4.2 Mikrobiologické stanovení potu bunk nepímou - kultivaní metodou 
V základním výzkumu slouží stanovení potu bunk k posouzení kinetiky rstu 
a ke stanovení specifické rychlosti rstu a množení v rzných fázích jejich vývoje. Kultivaní 
stanovení potu bunk se používá v kontrolních laboratoích potravináského prmyslu, 
ve zdravotnických zaízeních pi sledování mikrobiologické istoty vody, vzduchu, 
provozního zaízení, istoty obal, pi mikrobiologických rozborech potravináských surovin 
i hotových výrobk. Nejastjším zpsobem poítání bunk mikroorganism pomocí 
kultivace je poítání viditelných makroskopických kolonií vyrostlých na agarových plotnách. 
Metoda vychází z pedpokladu, že z jedné životaschopné buky vyroste jedna kolonie. 
Jednotlivé kolonie jsou spoítány a pepoteny na 1 ml pvodního vzorku. 
Na stanovení potu mikroorganismu nepímou kultivaní metodou je zapotebí selektivní 
živné pdy odpovídající mikroorganismu, který chceme ve vzorku sledovat. Principem 
analýzy je, že se živná pda vpraví do Petriho misek, které se zaokují inokulem izolovaného 
ze vzorku a takto pipravené Petriho misky se nechají kultivovat po uritý as a pi urité 
konstantní teplot v termostatu. Zaokování inokula do agrarového média je možné provádt 
dvma zpsoby: 
1. okováním inokula na pedpipravené agarové plotny a jeho roztrem sterilní hokejkou 
2. pelitím potebného objemu inokula (nejastji 1 ml) vytemperovaným agarem na cca 
45 °C. 
Celý postup analýzy má ti hlavní ásti: 
1. ední bakteriální kultury (ední suspenze vzorku) 
2. okování a kultivace 
3. poítání vyrostlých kolonií a stanovení potu bunk28 
 
2.4.2.1 	ední bakteriální kultury 
K tomu, aby na povrchu živného média vyrstaly jednotlivé kolonie, se musí suspenze 
baktérií edit. Pi tomto postupu poítání bunk se volí obvykle uritý koeficient ední, který 
poskytuje geometrickou adu. V mikrobiologické technice je používán pi ední koeficient 
10. Jako edidla se vtšinou používají sterilní fosfátový pufr, fyziologický roztok nebo 
destilovaná voda. Nejdíve se pipraví ada sterilních zkumavek s 9 ml sterilního 
fyziologického roztoku (destilované vody). Ze zkoumaného vzorku se odebere pipetou 1 ml 
suspenze a penese se do 1. zkumavky, ímž se získá ední 1:10 (10-1). Další sterilní pipetou 
se obsah nejprve promíchá, potom se odebere 1 ml do 2. zkumavky, ímž se získá ední 
1:100 (10-2). Takto se edí zkoumaný vzorek až do potebného koneného zední. Koneným 
edním se rozumí to ední, kdy po naokování 1 ml edné suspenze na Petriho misce 
o prmru 10 cm vyroste 20–200 kolonií. Celý postup ední je nutné provádt asepticky. To 
znamená, že pipetování jak edného vzorku, tak i samotné ední se musí uskuteovat za 
sterilních podmínek.28 
 
2.4.2.2 Okování roztrem 
Okujeme na živná média, které jsme si pedem pipravili. Víka Petriho misek se pedem 
oznaí (oznaení vzorku, použité ední, datum okování, zkratka jména). Sterilní pipetou 
z každého edného vzorku naokujeme 0,1 ml na povrch agarové plotny, aby bylo možné po 
kultivaci stanovit prmrný poet bunk pipadající na dané ední vzorku. Okuje se vždy 
sterilní pipetou. Víko Petriho misky pi okování odkryjeme jen tolik, abychom mohli 
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vsunout špiku pipety. Vtší odkrytí by mohlo vést i infekci mikroorganism ze vzduchu. 
Napipetovaný vzorek se roztírá pomocí sterilní sklenné hokejky krouživým pohybem až do 
úplného vsáknutí kapaliny. Po naokování Petriho misky uložíme do termostatu.28 
 
2.4.2.3 Okování pelivem 
Okujeme tak, že do pedem pipravených a oznaených Petriho misek sterilní pipetou 
peneseme 1 ml vzorku na dno Petriho misky. Každou misku pelijeme 10 ml rozehátého 
živného média, vytemperovaného na cca 45 °C a dobe rozmícháme krouživým pohybem. 
Dáváme pozor, abychom nepotísnili okraj Petriho misky. Po ztuhnutí zalijeme ješt jednou 
tenkou vrstvou agarového media. Po ztuhnutí agaru Petriho misku uložíme dnem vzhru do 
termostatu. 
Nikdy se nesmí zapomenou na kontrolu sterility, tzn., že vždy naokujeme 2 Petriho misky 
stejným edním. Podle povahy naokovaného mikroorganismu se Petriho misky kultivují 
obvykle 2–3 dny pi teplot 30 °C nebo 1–2 dny pi teplot 37 °C nebo 5 i více dní pi 
laboratorní teplot.28 
 
2.4.2.4 Poítání vyrostlých kolonií a stanovení potu bunk 
K hodnocení poítání vyrostlých kolonií vybereme nejvhodnjší ední (20–200 kolonií na 
jedné Petriho misce) a spoítají se kolonie na všech Petriho miskách tohoto ední. Pi 
odeítání se odetené kolonie poznamenají na dno Petriho misky. Víko Petriho misky se 
nikdy pi odeítání neodkrývá. Pi velkém potu kolonií si dno Petriho misky rozdlíme 
fixkou na nkolik stejných díl a jednotlivé kolonie spoítáme. Ze získaných hodnot poítáme 
prmrnou hodnotu, kterou vynásobíme edním. Pípadn vynásobíme íslem 10, pokud 
pipetujeme 0,1 ml na agarovou plotnu, abychom výsledek mli vztažený na 1 ml.28 
 
2.5 Dvouplísové sýry 
Dvouplísové sýry jsou charakteristické svou bílou plísní na povrchu a modrou plísní 
uvnit hmoty. Na povrchu tvoí typickou ušlechtilou bílou plíse Penicillium camemberti a za 
vnik vnitní modré plísn je rozpovdná plíse Penicillium roqueforti. Jejich dalším 
charakteristickým rysem je vysoký obsah tuku v sušin – až 70 % a lehce pikantní chu. Na 
první pohled sýr pipomíná klasický „hermelín“. Ušlechtilá plíse na povrchu úspšn skrývá 
modrou plíse uvnit. Po nakrojení jsou na ezu jasn viditelné žilky s modrou plísní. 
Konzistence vnitní hmoty je stabilní – nevytéká. Mezi zakladatele dvouplísových sýr je 
považován sýr s názvem Cambozola. Francouzský Camembert + italský Gorgonzola = 
Cambozola. Takto jednoduchou rovnicí lze charakterizovat hlavní rysy sýru. Sýr pochází 
z Nmecka a má pesn ty vlastnosti, o kterých jsme se zmiovali. V eské republice se 
vyrábí podobný produkt a to dvouplísový sýr „Sedlanský vltavín“, který jsme podrobili 
analýze. Dvouplísové sýry jsou tedy kombinací sýr s vnitní modrou plísní se sýry s bílou 
plísní na povrchu. Krom toho, že se kombinují dv plísn, tak jde hlavn o kombinaci 
charakteristických senzorických vlastností tchto dvou sýr. Charakteristické vlastnosti obou 
typ sýr popisujeme v následujících odstavcích.29 
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2.5.1 Sýry s modrou plísní v tst 
Sýry s modrou plísní jsou charakteristické pítomností plísn Penicillium roqueforti, která 
je souástí vnitní textury. Sýr je perforován jehlicemi a následn naokován touto plísní. 
Konidie P. roquforti mžou být pidány pímo do mléka, sprejovány na sýeninu nebo mžou 
pirozen kolonizovat sýry. Pídavek konidií je rozhodující pro kvalitu modrých sýr 
vyrábných z pasterizovaného mléka. P. roqueforti je schopna se pizpsobit všem cukrm, 
které se v sýru vyskytují, jako je nap. laktóza, glukóza a galaktóza, a využívá laktát a citrát 
a roste bez obtíží pi pH a teplot  aplikované pi zrání modrých sýr. P. roqueforti je druh 
plísn, která je vysoce tolerantní k nízkým koncentracím kyslíku. Bylo dokázáno, že rychlost 
rstu není významn ovlivnn v oblasti 4–21 % O2, ale rst se zdá být spíše ovlivnn 
interakcí mezi hladinami O2 a CO2. P. roqueforti rost pi pítomnosti 25 % CO2 a O2 
v oblasti 0,3–21 % O2. Plíse roste v trhlinách a kanálcích, které vznikly pi výrob a po 
perforaci jehlicemi. Barva plísn se pohybuje od zelené k nahndlé, záleží to na pevažujícím 
druhu plísn a stáí. Rychlost rstu P. roqueforti je siln ovlivnna zvyšující se koncentraci 
NaCl. Optimum koncentrace NaCl je 3,5 %, což odpovídá aw 0,98. Aktivita vody je limitující 
pro rst, sporulaci a klíení, ímž se stává významným limitujícím faktorem. Bhem zrání 
sýry podléhají rozsáhlé proteolýze a lipolýze odpovídající za vznik charakteristické aroma, 
chuti a textury. Proteolýza zajišuje zejména postupné mknutí sýru a produkci ve vod 
rozpustných dusíkatých látek (peptid a aminokyselin), které pispívají k charakteristické 
chuti sýru. Rozpad kazeinu v sýrech s modrou plísní je mnohem rozsáhlejší než jak je to 
u jiných zrajících sýr. Na konci doby zrání se s1-kazein tém nevyskytuje a také -kazein 
je z velké ásti rozložen. Tato rozsáhlá degradace kazeinu je zapíinná vysokou aktivitou 
proteináz plísn P. roqueforti. Lipolýza v sýrech s modrou plísní, stejn tak jako proteolýza, 
je mnohem významnjší než jak je tomu u ostatních sýr. Velmi dležitý je vznik 
aromatických látek jako jsou napíklad methylketony, které jsou nezbytné pro charakter 
modrých sýr. Pi lipolýze se uvolují volné mastné kyseliny, které následn podléhají 
-oxidaci, kdy vznikají n-methylketony. Volné mastné kyseliny samy o sob také významn 
pispívají k chuti sýru. Za intenzivní lipolýzu zodpovídají zejména lipázy startovací kultury 
Penicillium roqueforti, ale také lipázy nativn pítomné v mléku, které se vyskytují ve velmi 
rozmanitých množstvích, a které také pispívají k degradaci triacylglycerid zvlášt bhem 
dívjších stádiích zrání. U nkterých sýru (Gorgonzola) jsou za degradaci volných mastných 
kyselin zodpovdné spíše lipázy bakterií pítomných v mikroflóe. P. roqueforti produkuje 
dv lipázy extracelulárn, alkalickou a kyselou. Bylo dokázáno, že francouzské sýry modrého 
typu vykazují vyšší aktivitu kyselé lipázy než alkalické.30,23,31 
 
2.5.2 Sýry s ušlechtilou bílou plísní na povrchu 
 Povrchy mkkých sýr s rstem plísní na povrchu jsou charakteristické pítomností 
sametov bílého mycelia, které vzniklo rstem Penicillium camemberti na povrchu. 
Pítomnost této plísn dává sýru charakteristický vzhled a také aroma a chu. Jejíž následkem 
je také komplexnjší a složitjší proces zrání, než jak je to u jiných druh sýr s jednodušší 
mikroflórou. Tyto sýry se staly velice populární a jejich poptávka se v poslední dob 
mnohonásobn zvýšila. Typickým pípadem sýru s plísní na povrchu je Camembert, což je 
sýr s mkkou konzistencí a plochého cylindrického tvaru. Mezi tyto sýry pati také další ada 
sýru nazývané Brie. Složení a vznik povrchní flóry tchto sýr je komplexní a jejich 
technologické parametry (sl, vodní aktivita, pH) jsou v prbhu zrání velice rznorodé. 
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Velmi brzy po výrob sýru zaínají na povrchu rst kvasinky, které vytváejí tuhou 
povrchovou vrstvu tlustou asi 200 m; Kluyveromyces lactis, Saccharomyces cerevisiae 
a Debaryomyces hansenii jsou nejbžnjšími kvasinkami vyskytující se v povrchové vrstv 
sýru. Plíse Geotrichum candidum vyskytující se ve stejném ase jako kvasinka, její rst je 
však v tomto pípad limitovaný slaností. Tyto výše zmiovaní houby a Penicillium 
camemberti konzumující pro svj rst laktát, zvyšují pH a povolují rst baktérií adaptabilních 
k vodní aktivit tchto sýr. Jsou to obvykle stafylokoky nebo koryneformní bakterie. Tyto 
všechny kvasinky, bakterie a plísn se zámrn pidávají a používají pi výrob tohoto sýru, 
protože dávají produktu požadovanou chu, texturu a vni, které spotebitelé oekávají. Tyto 
kvasinky startují hydrolýzu protein a tuk, a tím vyrábjí sýeninu a pomáhají rstu 
P. camemberti. Po 6–7 dnech zrání dochází k rstu P. camemberti a bílý povlak pokryje celý 
povrch sýru. Rst P. camemberti je extrémn rychlý v porovnání s jinými leny zrající flóry. 
Po dvou nebo tech dnech je rst kompletní a došlo ke zmn pH povrchu, vyerpání laktátu 
a tvorb velkého množství CO2, který mže mnit složení plynného prostedí ve sklepích, kde 
sýry zrají. Je zejmé, že P. camemberti hraje hlavní roli a udluje charakteristiky sýru. 
Rozklad laktózy v tchto sýrech probíhá hexosa difosfátovou cestou a dochází k tvorb 
kyseliny mléné a to prostednictvím homofermentativních mezofilních laktokok, které se 
používají jako startovací kultury pi výrob Camembertu. Ke zvyšování kyselosti dochází pi 
odvodování sýru a pi tvorb syrovátky. Povrchová plísová flóra využívá pro svj rst 
kyselinu mlénou a degraduje tak laktát na CO2 a H2O. Výsledkem toho je zvyšující se 
externí pH a vznik pH gradientu od povrchu ke stedu sýru, ím dochází k migraci interního 
laktátu smrem k povrchu sýru. Povrchové pH se pohybuje okolo 7, zatímco pH uvnit hmoty 
kolem 6. Když se vyerpá laktát, tak P. camemberti metabolizuje proteiny, kdy vzniká NH3, 
který difunduje dovnit a zvyšuje pH. Koncentrace fosforenanu vápenátého na povrchu 
pekrauje jeho rozpustnost ve vysokém pH a precipituje jako tenká vrstvika Ca3(PO4)2 na 
povrchu, což opt zpsobuje gradient v sýru, a dochází k difúzi smrem k povrchu sýru. 
Snížení koncentrace fosforenanu vápenatého v interním prostedí napomáhá k mknutí 
vnitní hmoty sýru a vzniku požadované textury. Intenzivní degradace tuk je bžnou 
charakteristikou plísových sýr. Plísn a kvasinky vyluují velké množství rzných lipáz. 
Lipázy hydrolyzují triglyceridy na diglyceridy, monoglyceridy a volné mastné kyseliny. 
P. camemberti produkuje velké množství extracelulární alkalické lipázy a pi pH 6,0 tento 
enzym udrží ješt 50 % jeho maximální aktivity a zstává velmi aktivní pi teplot zrání. 
Tohle je hlavní lipolytický initel u sýru Camembert. Z organoleptického hlediska hraje tuk 
v sýrech 3 hlavní role: 
1. je to komponenta dležitá pi vzniku textury 
2. je rozpouštdlo aromatických molekul 
3. pedstavuje hlavní prekurzor pro vývoj chut a vn32,33 
 
2.6 Sýry zrající s bakteriální kulturou na povrchu (pod mazem) 
Mnoho sýr je charakterizováno vývojem mikrobiálního rstu na jejich povrchu bhem 
procesu zrání. Tyto sýry jsou azeny mezi povrchov zrající sýry a jsou rozdleny na plísov 
zrající sýry a bakteriáln zrající sýry. Do první kategorie adíme dobe známé sýry typu 
Camembert a Brie, do druhé kategorie mén známe sýry typu Beaufort, Brick, Butterkäse, 
Comté, Gruyére, Italico, Tilsit atd. Bakteriáln zrající sýry jsou také nazývány sýry zrající 
pod mazem, kvli jejich lesknoucímu se povlaku na povrchu, nebo také sýry omývané, kvli 
tomu, že jejich povrch je nkolikrát omýván slaným roztokem bhem procesu zrání a nebo 
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také sýry zrající pod erveným mazem, kvli vzniku erven zbarvené flóry na povrchu sýru. 
Zatímco jsou tyto sýry vyrábny za pomocí bakterií mléného kvašení, za vznik jejich chuti 
a vn je primárn zodpovdná bakteriální povrchová mikroflóra. Biochemická aktivita 
pítomné mikroflóry je výsledkem vzniku „kapustové“, „esnekové“ nebo „hnijící“ vn 
bhem zrání, zpsobené hlavn tvorbou sirných látek z methioninu, ásten methantiolu. 
Mikrobiální složení je dominantn tvoeno solitolerantními grampozitivními bakteriemi, 
ásten koryneformními bakteriemi a stafylokoky. pH povrchu stoupá bhem zrání 
v dsledku katabolismu laktátu a produkci NH3 prostednictvím deaminace aminokyselin 
povrchovými mikroorganismy. Sýr Gruyére a Comté se vyrábjí za použití termofilní 
startovací kultury a nejsou omývány solenou vodou, jako vtšina tchto druh sýru, ale jsou 
nkolikrát potírány suchou solí bhem procesu zraní.32,33 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ÁST 
3.1 Sýry podrobené analýze 
Sýry, které jsme si vybrali pro analýzu spadají do kategorie sladkých sýr, což znamená, 
že za koagulaci kazeinu jsou zodpovdné proteolytické enzymy syidla spolu za menšího 
nebo vtšího píspvku enzym z mikrobiálních kultur. Nejvíce jsme se zamili na plísové 
sýry. Plísové sýry se dlí na plísové s plísní na povrchu, s plísní v tst a dvouplísové. 
Z tchto sýr jsme si vybrali zástupce dvouplísových sýr (Vltavín, Bresse bleu).  Dále jsme 
vybrali dva zástupce sýr s modrou plísní v tst (Bleu des Causses, Bleu d'Auvergne) 
a jednoho zástupce sýru zrajícího pod mazem (Comté), které taktéž spadají do kategorie 
sladkých sýr. 
 
3.1.1 Vltavín 
Vltavín je zrající dvouplísový sýr, který nejastji známe pod jménem „Sedlanský 
vltavín“ (výrobce: Povltavské mlékárny, a.s.). Jeho obvyklá záruní doba je 20 dní. Podobn 
jako sedlanský smetanový hermelín postupem asu dozrává, stává se jemnjším, lahodnjším 
a výraznjším. Mžeme ho nechat dozrát podle vlastní chuti na 10 a mén dn ped 
vypršením data minimální trvanlivosti, kdy se stává dostaten zralým až pikantním. Pokud 
ho spotebujeme 20 a více dn do vypršení data trvanlivosti má jemnou chu. Jedná se 
o dvouplísový sýr tvoený bílou hermelínovou slupkou s tmav zelenou rokfórovou plísní 
uvnit.34 
 
 
Obr. 3 Fotografie sýru Vltavín 
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3.1.2 Bresse bleu 
Bresse bleu je dvouplísový sýr pocházející z Francie. Je vyrábn z plnotuného 
pasterizovaného kravského mléka a na povrchu má typickou ušlechtilou bílou plíse 
vytvoenou plísní Penicillium camemberti. Sýr voní po houbách a má uvnit velmi mkkou 
krémovou texturu, která je prorostlá modrou plísní tvoenou naokováním plísní Penicillium 
roqueforti. Sýr zraje 2–4 týdny.35 
 
Obr. 4 Fotografie sýru Bresse bleu 
3.1.3 Bleu des Causses 
Bleu des Causses je francouzský sýr vyrobený ze nepasterizovaného kravského mléka. 
V dob zrání potebuje chladno a vlhký vzduch, aby došlo k tvorb modré plísn, která 
prorstá celou strukturou sýru. Bochník má prmr obvykle 20 cm, tloušku 8–10 cm a váží 
2,3–3kg. Zraje mezi 3–6 msíci, kdy vzniká plná a oblíbená chu gurmánského sýru. 
Obsahuje 45 % tuku. Je velmi podobný sýru s názvem Bleu d'Auvergne, ale má krémovjší 
texturu.36,37 
 
Obr. 5 Fotografie sýru Bleu des Causses 
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3.1.4 Bleu d'Auvergne 
Bleu d'Auvergne je francouzský sýr vyrobený z nepasterizovaného kravského mléka. Má 
silnou vni a pikantní píchu, ale mén táhlou než ostatní modré sýry. Také je mén slaný, 
má více máslovou chu a vlhí a krémovjší texturu. V nkterých receptech na výrobu tohoto 
sýru používají slabší plíse než Penicillium roqueforti a to Penicillium glaucum, která také 
tvoí modrou plíse. Vtší bochník má prmr 20 cm, tloušku 8–10 cm a váží 2–3 kg, malý 
má prmr 10,5 cm, tloušku rznou, váží 350 g, 500 g a 1 kg. Malý zraje dva týdny, vtší 
tyi. Má 50 % tuku v sušin. Zraje v chladných, vlhkých sklepech.38,37 
 
 
Obr. 6 Fotografie sýru Bleu d'Auvergne 
3.1.5 Comté 
Comté je francouzský sýr zrající pod mazem, neboli zrající s bakteriální kulturou na 
povrchu. Vyrábí se z nepasterizovaného kravského mléka ve tvaru plochých kulatých disk. 
Bochník má prmr 40–70 cm, tloušku 9–13 cm a váží 35–55 kg. Povrch sýru pokrývá 
hndá tvrdá kra. Textura vnitní žluté asti sýru je také pomrn tvrdá, jejíž chu je jemná, 
lehce sladká a lahodná. Zraje 8–12 msíc a má 45 % tuku.39,37 
 
 
Obr. 7 Fotografie sýru Comté 
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3.2 Chromatografické stanovení biogenních amin v sýrech 
3.2.1 Pístroje 
Pro stanovení biogenních amin byl použit kapalinový chromatograf HP 1100 (Agilent 
Technologies, Waldbronn, Nmeko) sestávající se z vysokotlaké pumpy (model G1311A), 
vakuového odplyovacího modulu (model G1322A), automatického dávkovae (model 
G1313A), UV-VIS detektoru s promnlivou vlnovou délkou (model G1314A). Separace po 
derivatizaci dansylchloridem (DCl) byla provedena gradientovou elucí (eluní program pro 
mobilní fázi voda/ACN je v Tabulka 1) na kolon Zorbax elipse XDB C18 (150 x 4,6 mm, 
velikost ástic 5mm) a pi objemové prtokové rychlosti 0,8 ml/min. Fotometrický UV-VIS 
detektor s promnlivou vlnovou délkou byl nastaven na 254 nm. Pi píprav acetátového 
pufru bylo výsledné pH kontrolováno laboratorním pH metrem InoLab pH Level 1 (WTW, 
Weilheim, Nmecko). 
 
Tabulka 1 Lineární gradientový eluní program 
DCl 
as  
(min) 
H2O 
(%) 
ACNb  
(%) 
0 - 1 35 60 
1 - 10 35 - 20 65 - 80 
10 - 12 20 - 10 80 - 90 
12 - 16 10 - 0 90 - 100 
16 - 23 0 100 
ACNb – acetonitril, prtok 0,8 ml/min 
3.2.2 Chemikálie 
Histamin (His), tyramin (Tyr), tryptamin (Trp), putrescin (Put), 2-fenylethylamin (2-Fe), 
kadaverin (Kad), spermidin (Spd), spermin (Spm) ve form hydrochlorid, 1,7-diaminoheptan 
(1,7-Dh) byly od firmy Sigma-Aldrich (Steinhein, Nmecko). Zásobní roztok standard byl 
pipraven navážením jednotlivých amin (cca 100 mg) do 100 ml odmrné baky a doplnn 
vodou Milli-Q RG. Pracovní roztoky o koncentraci 0,01 mg/ml byly pipravovány edním 
zásobního roztoku. Veškeré výsledky byly pepoítány na volnou bázi. Dansylchlorid 
(5-(dimethylamino)naftalen-1-sulfonyl-chlorid), trichloroctová kyselina (<99%), acetonitril 
istoty pro HPLC, ethanol (99,5 %) byly od firmy Merk (Darmstadt, Nmecko). Octová 
kyselina, uhliitan sodný, diethylether byly od firmy Pliva-Lachema (Brno, eská republika). 
Pro pípravu a ední veškerých roztok byla použita deionizovaná voda Milli-Q RG 
(Millipore, Bedford, USA). 
 
3.2.3 Píprava vzorku 
 Biogenní aminy byly sledovány v jednotlivých sýrech v prbhu doby od zakoupení sýru 
v obchodním etzci minimáln po dobu data spoteby a nkteré i 1–2 týdny po datu spoteby. 
Vzorky k analýzám byly odebírány jednou týdn a zmraženy v mrazáku a poté hromadn 
zanalyzovány. K odebraným vzorkm (10g±1 mg) v 85 ml zkumavce bylo pidáno 0,5 ml 
vnitního standardu (1,7-diaminoheptan) o koncentraci 1 mg/ml. Vzorky byly po dobu 2 min 
extrahovány v 15 ml 5% trichloroctové kyselin (TCA) ponorným mixérem (Heidolph Diax 
900, Nmecko) pi rychlosti 3. Suspenze byla následn odstedna pi 3000 ot/min, 10 min pi 
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4 °C v centrifuze Universal 32R (Jetich, Nmecko). Supernatant byl filtrován pes papírový 
filtr a tuhý zbytek znovu extrahován stejným zpsobem. Spojené extrakty byly doplnny do 
50 ml vodou. Extrakt byl ped derivatizací pefiltrován pes jednorázový nylonový 
membránový filtr (13 mm, 0,45 mm, Chromatography Reseaech Supplies, Addison, USA). 
 
3.2.4 Derivatizace dansylchloridem (DCl) 
Derivatizace biogenních amin byla provedena modifikací metod popsaných v pracích 
Moret et al.40, Eerola et al.41 a Vale, S. R. , Gloria, M. B.42. 1 ml extraktu nebo standardu byl 
smíchán s 0,5 ml nasyceného uhliitanu sodného, pidán 1 ml derivatizaního inidla (5 mg 
dansylchloridu v 1 ml acetonu) a promíchán 1 min na míchace (MS2 Minishaker IKA, 
USA). Derivatizace probíhá 1 hod pi 40 °C ve tm. Po derivatizaci bylo pidáno 250 l 
10 mM amoniaku a opt mícháno 1 min na míchace. Amoniak zreagoval s pebytkem 
dansylchloridu a výsledný reakní produkt byl eluován ped biogenními aminy. Nádobky 
s acetonovým roztokem dansylchloridu a veškeré standardy i extrakty po jeho pidání byly 
ihned baleny do hliníkové folie vzhledem k jeho fotolabilit. Po 30 min reakce byly 
hydrofobní deriváty amin extrahovány diethyletherem (3 x 1 ml), zatímco hydrofilní 
deriváty aminokyselin zstávaly ve vodní fázi. Organická fáze byla odpaena do sucha 
proudem dusíku a odparek byl rozpuštn v 0,5 ml acetonitrilu (ACN) resp. v 1 ml ACN 
(standard) a roztok byl opt pefiltrován pes nylonový membránový filtr 0,45 mm 
a dávkován na chromatografickou kolonu. Množství injektovaného reálného vzorku bylo 
podle poteby modifikováno, v pípad standardu inilo 10 l. Chromatogram dansylderivát 
extraktu vzorku standardu je uveden na Obr. 8. 
 
3.2.5 Identifikace látek 
K identifikaci separovaných látek ve vzorcích bylo použito porovnání retenních as 
standard a pítomných látek ve vzorku. V prbhu analýzy byla snímána UV spektra látek 
eluovaných v maximu píku a na základ tzv. faktoru shodnosti byla potvrzena i vyvrácena 
identita látek. 
 
3.2.6 Kvantitativní vyhodnocení 
S ohledem na nkolik stup pípravy vzorku byla pro stanovení analyzovaných látek 
použita metoda vnitního standardu. Výpoet koncentrace analytu ve vzorku byl proveden 
pomocí vztahu cx = RFx × (cIS × Ax)/AIS, kde RFx je faktor odezvy (response factor) 
stanoveného aminu RFx = (AIS/cIS) × (cx/AIS), AIS je plocha píku standardu, Ax je plocha píku 
analytu, cIS je koncentrace analytu. 
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Obr. 8 HPLC chromatogram dansylderivatu biogenních amin extraktu standardního 
roztoku, v dob 6 až 18 min se elují biogenní aminy 
3.3 Nepímá metoda mikrobiologického stanovení potu bunk 
3.3.1 Materiály a pomcky 
Vzorky sýr, fyziologický roztok (8,5 g NaCl na 1000 ml destilované vody), živná pda 
pro laktokoky (MRS broth, Lactobacillus broth acc. to DE MAN, ROGOSA and SHARPE for 
microgiology, MERK Nmecko), agar (Agar powder, HiMedia India), živná pda pro 
enterokoky (Enterococci – Agar for mikrobiology, contains Sodium azide, MERK Nmecko), 
destilovaná voda. 
Sterilní plastové Petriho misky, zkumavky, Erlenmeyerovy baky, odmrná baka, 
odmrný válec, pipety, mikropipety, tyinky dle Drigalskiho (hokejky), váhy, stojan na 
zkumavky, míchaka, tepaka, sterilizátor, termostat. 
 
3.3.2 Píprava vzorku 
Bylo asepticky naváženo 10 g sýru, který byl sterilním nožem rozezán na co nejmenší 
kousky a vpraven do Erlenmeyerovy baky, kde bylo pipraveno 90 ml fyziologického 
roztoku zahátého na 37–40 °C. Vzniklá suspenze byla nechána po dobu 30 min tepat na 
tepace pi 40 °C. Takto pipravená suspenze byla výchozím edním, které obsahuje 0,1 g 
vzorku v 1 ml. Desítkovým edním byla pipravena ada suspenzí od každého sýru a to do 
koneného zední. Koneným edním se rozumí to ední, kdy po naokování 1 ml (0,1 ml) 
edné suspenze na Petriho misce o prmru 10 cm vyroste 20–200 kolonií. 
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3.3.3 Píprava kultivaního média 
3.3.3.1 Pro enterokoky 
Do Erlenmeyerovy baky bylo naváženo 6,6 g agarové pdy pro enterokoky a zalito 
200 ml destilované vody. Živná pda byla rozvaena ve vodní lázni (50 °C) po dobu 45 min 
a poté asepticky rozlita do pipravených Petriho misek, které byly nechány voln vychladnout 
na laboratorním stole, pH 7,0±0,2. 
 
3.3.3.2 Pro laktobacily 
Do Erlenmeyerovy baky bylo naváženo 10,4 g MRS-bujónu, 4 g agaru a zalito 200 ml 
destilované vody. MRS agarová pda se sterilizovala v autoklávu 15 min pi 118 °C, 
pH 5,7±0,2. 
 
3.3.4 Okování roztrem - enterokoky 
Metoda je založená na kultivaci v selektivním agarovém médiu, kde rst doprovodné 
mikroflóry je potlaen selektivním inhibitorem azidem sodným. Z každého vzorku a ední 
bylo okováno na povrch selektivního agarového média soubžn do dvou Petriho misek po 
0,1 ml inokula a rozeteno pomocí roztírací tyinky dle Drigalskiho (hokejka). Naokované 
misky byly inkubovány pi 37 °C po dobu 24–48 hodin. Kompletní enterokokové médium 
bylo pipravováno ped samotným rozborem. 
 
3.3.5 Okování pelivem - laktobacily 
Vzorky a jejich ední se okují do nutrin bohatých nebo selektivn-diagnostických pd 
a kultivují se za podmínek optimálních pro stanovovaný druh mikroorganismu 
(Lactobacillus). Z každého vzorku a ední bylo okováno soubžn do dvou Petriho misek 
po 1 ml inokula, zalito 12–15 ml rozvaené pdy vychlazené na 45 °C. Po zatuhnutí byla 
agarová vrstva ješt jednou pelita další tenkou vrstvou vytemperované pdy na stejnou 
teplotu. Zaokované pdy se inkubovali po dobu 24–48 hodin pi 37 °C. 
 
3.3.6 Vyhodnocení kultivace 
K hodnocení poítání vyrostlých kolonií byly vybrány nejvhodnjší ední (20–200 kolonií 
na jedné Petriho misce) a spoítány kolonie na všech Petriho miskách píslušného ední. Ze 
spoítaných hodnot byly vypoítány prmry, které byly vynásobeny odpovídajícím edním. 
V pípad aplikace 0,1 ml inokula byla hodnota vynásobená íslem 10, aby výsledná hodnota 
odpovídala potu životaschopných bunk v 1 ml needného vzorku. Eterokokové kolonie 
byly typické svým ržovým zabarvením s prmrem kolem 2 mm. Laktobacily vytváely 
charakteristické bezbarvé okovité kolonie o prmru 1–3 mm. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
Naším hlavním pedmtem studie byly dvouplísové sýry. V naší republice se vyrábí malý 
poet druh dvouplísových sýru. Jeden z nejznámjších a nejdostupnjších je dvouplísový 
sýr známý pod názvem Sedlanský Vltavín (dále jen Vltavín), který jsme analyzovali. Další 
typický zástupce tchto sýr je francouzský sýr s názvem Bresse bleu. Vzhledem a tvarem 
jsou si velmi podobní. Mají plochý cylindrický tvar komplexn pokrytý bílou plísní a po 
rozkrojení jemn prorostlé tsto modrozelenou plísní (hmotnost cca 120 g). Abychom však 
nezahrnuli jen tyto dva druhy sýr a mohli je porovnat s jinými, tak jsme analyzovali také 
sýry s modrou plísní v tst a to francouzské sýry s názvy Bleu des Causses 
a Bleu d'Auvergne, které se liší od námi analyzovaných dvouplísových sýr také tím, že jsou 
vyrábny ve velkých cylindrech s hmotností (v pípad námi zvoleného sýru s hmotností 2–
3 kg). Z francouzských sýr jsme si vybrali ješt jeden sýr Comté, který spadá do kategorie 
sýr zrajících s bakteriální kulturou na povrchu, neboli zrající pod mazem. Základní 
charakteristiky a pvod sýru jsou uvedeny v tabulce 2. 
 
Tabulka 2 Základní charakteristika sýr (dle druhu použitého mléka k výrob, typu sýru a 
zem pvodu) 
Název sýru Pasterizované kravské mléko Typ zrajícího sýru Pvod 
Vltavín ano dvouplísový eská rep. 
Bresse bleu ano dvouplísový Francie 
Bleu d'Auvergne ne s modrou plísní v tst Francie 
Bleu des Causses ne s modrou plísní v tst Francie 
Comté ne s bakteriální kulturou (mazem)  na povrchu Francie 
 
Zámrem naší studie byla snaha analyzovat jak pispívají bakterie mléného kvašení 
k tvorb biogenních amin. Zdali se dá jednoznan urit jejich vzájemný vztah nebo nikoli. 
U každého sýru bylo provedeno mikrobiologické stanovení pro zjištní potu mikroorganism 
(laktobacil a enterokok) a následn analytické stanovení koncentrace biogenních amin. 
Sýry jsme analyzovali od doby zakoupení v obchodním etzci a následn v prbhu 4–6 
následujících týdn. Sýry byly po dobu analyzování uchovávány v lednici pi teplot 8 °C. 
 
4.1 Vltavín 
Byly analyzovány dva vzorky, které jsme si oznaili Vltavín1 a Vltavín2. 
Vzorek Vltavín1 jsme analyzovali po dobu 28 dn, s tím, že datum minimální trvanlivosti 
vypršel po 23. dni. Poet bunk laktobacil byl pevážn o dva ády vyšší než poet bunk 
enterokok. Poet enterokok v prbhu doby klesal, zatímco poet laktobacil stoupal 
(Obr. 9). 
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Obr. 9 Vltavín1:  Graf závislosti množství bunk rodu Enterococcus a Lactobacillus na ase 
v dob ped a po vypršení  data minimální trvanlivosti (23. den)  
Koncentrace biogenních amin ve vzorku Vltavín1 (Tabulka 3, Obr. 10) není celkov nijak 
výrazná, ale v malých množstvích jsou zastoupeny tém všechny biogenní aminy. Nejvtší 
zastoupení zaujímají putrescin (12,8 mg/kg), následn 2-fenylethylamin (5,6mg/kg), spermin 
(4,6 mg/kg), a kadaverin (4,2 mg/kg). Put a 2-Fe zaujímali tém konstantní koncentraci, 
naopak koncentrace Spm a Kad v prbhu doby klesla. Po vypršení doby minimální 
trvanlivosti (23. den) se koncentrace amin nijak zvláš nezvyšovala. Prbh detekce 
biogenních amin provádnou metodou vysokotlaké kapalinové chromatografie je zachycena 
v chromatogramu Obr. 11. 
 
 
Tabulka 3 Hodnoty koncentrací biogenních amin vyskytujících se v sýru Vltavín1 v prbhu 
doby analýzy 
 Biogenní aminy obsažené v sýru Vltavín1 (mg/kg) 
Den 
 skladvání 
    Trp    2-Fe Put Kad His Tyr Spd Spm 
0 0,0 5,2 11,8 4,2 0,5 0,4 0,6 4,6 
7 0,0 5,5 10,5 1,1 0,6 0,4 1,2 4,3 
14 0,0 4,5 12,8 1,6 0,5 0,1 0,5 3,4 
21 0,0 4,1 10,2 1,2 0,3 0,1 0,8 0,0 
28 0,0 5,6 9,9 0,6 0,3 0,0 0,6 0,0 
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Obr. 10 Vltavín1: Graf závislosti koncentrace  jednotlivých biogenních amin v závislosti na 
ase v dob ped a po vypršení  data minimální trvanlivosti (23. den) 
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Obr. 11 HPLC chromatogram derivátu biogenních amin extraktu vzorku sýru Vltavín1 
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Vzorek Vltavín2 jsme analyzovali po dobu 28 dn, s tím, že datum minimální trvanlivosti 
vypršel po 20. dni. Poet bunk laktobacil byl v zásad o dva ády vyšší než poet bunk 
enterokok. Poet enterokok v prbhu doby klesal, stejn jak to bylo u pedchozího vzorku 
Vltavín1, a poet laktobacil nejprve mírn stoupl a poté hned klesl a tendence klesání pak 
dále pokraovala až do konce doby sledování vzorku (Obr. 12). 
 
0 7 14 21 28 35
0
2,0x103
4,0x103
6,0x103
8,0x103
1,0x104
1,2x104
1,4x104
Doba skladování (den)
En
te
ro
co
cc
u
s 
(cf
u
 
/ m
l)
0
5,0x105
1,0x106
1,5x106
2,0x106
2,5x106
3,0x106
L
actob
acillu
s
 (cfu
 /
 m
l)
 
Obr. 12 Vltavín2:  Graf závislosti množství bunk rodu Enterococcus a Lactobacillus na ase 
v dob ped a po vypršení data minimální trvanlivosti (20. den) 
Tabulka 4 Hodnoty koncentrací biogenních amin vyskytujících se v sýru Vltavín2 v prbhu 
doby analýzy 
 Biogenní aminy obsažené v sýru Vltavín2 (mg/kg) 
Den 
skladování Trp 2-Fe Put Kad His Tyr Spd Spm 
0 0,0 6,9 9,7 0,9 1,1 0,4 0,5 3,0 
7 0,0 7,4 8,7 1,1 0,2 0,2 0,4 2,0 
14 0,0 6,1 12,9 3,3 0,5 0,4 0,5 2,3 
21 0,0 6,4 6,8 1,6 0,5 0,1 0,5 1,8 
28 0,0 5,6 7,8 0,9 1,0 0,5 0,6 4,0 
35 0,0 8,6 10,5 5,2 0,5 0,8 0,5 1,5 
 
Koncentrace biogenních amin ve vzorku Vltavín2 opt nebyla výrazná, stejn jako 
u vzorku Vltavín1. Opt byly detekovány urité koncentrace tém všech biogenních amin. 
Nejvtší zastoupení opt zaujímal putrescin (12,9 mg/kg) a následné zastoupení mlo také 
stejné poadí amin a to 2-Fe (7,4 mg/kg), Spm (4,0 mg/kg) a Kad (3,3 mg/kg). Koncentrace 
jmenovaných amin zaujímaly promnlivé kolísavé hodnoty v prbhu doby sledování 
(Tabulka 4, Obr. 13). Koncentrace biogenních amin se po vypršení minimální doby 
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trvanlivosti (po 20. dni) nezvyšovala, naopak klesala postupn tém k hodnot 0. Záznam 
z detekce biogenních amin provádný metodou vysokotlaké kapalinové chromatografie 
s detekcí UV-VIS je zachycena na chromatogramu (Obr. 14). 
 
0
7
14
21
28
35
2
4
6
8
10
12
tryptamin
spermidin
tyramin
histamin
kadaverin
spermin
2
-fenylethylamin
putrescin
BA
 (mg/kg)
Doba
 skladování
 (den)
 
Obr. 13  Vltavín2: Graf závislosti koncentrace jednotlivých biogenních amin v závislosti na 
ase v dob ped a po vypršení  data minimální trvanlivosti (20. den) 
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Obr. 14 HPLC chromatogram derivátu biogenních amin extraktu vzorku sýru Vltavín2 
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Když jsme však srovnali množství bunk enterokok a laktobacil u našich dvou vzork 
Vltavínu, zarazila nás jejich pomrn velmi rozdílné množství v zastoupení laktobacil 
(Obr. 16). Množství laktobacil u vzorku Vltavín2 dosahovalo mnohem vyšších hodnot než 
jak tomu bylo u vzorku Vltavín1. V prbhu celé doby skladování poet laktobacil klesal 
u vzorku Vltavín2 a v druhé polovin doby skladování zaal stoupat u vzorku Vltavín1. 
V konené fázi (ve 28. dni) se v obou sýrech vyskytovalo stejné množství laktobacil. 
U enterokok (Obr. 15) se lišila pouze první hodnota, další hodnoty se v prbhu doby 
skladování tém shodovali. Když jsme srovnali koncentrace biogenních amin obou vzork, 
zaznamenali jsme, že u Vltavínu2 se vyskytují jen nepatrn vyšší koncentrace u vtšiny 
biogenních amin. U Vltavínu2 jsou postehnutelné i zmny v koncentraci histaminu 
a tyraminu, zatímco u Vltavínu1 byly koncentrace spíše zanedbatelné. Dvodem mírn 
vyšších koncentrací BA u vzorku Vltavín2 je pravdpodobn pítomnost vtšího množství 
laktobacil. Koncentrace amin je však opravdu velmi nízká a nijak závažn by nemla 
ohrozit organismus pi konzumaci takovýchto sýr. Na základ této odlišnosti mžeme 
pedpokládat, že se mže složení mikroflóry u stejného druhu sýru mnit, jak u jednotlivých 
vzork, tak se dá také pedpokládat jiné složení u každé šarže výroby. Fyzikální podmínky pi 
výrob sýru a podmínky skladování jsou však nastaveny tak, aby nedocházelo k vtší tvorb 
biogenních amin, což nám potvrdila detekce velmi podobných hodnot koncentrace amin. 
Na základ nízkých koncentrací biogenních amin v sýrech Vltavín, mžeme tento druh sýru 
považovat za bezpenou potravinu. 
 
0 5 10 15 20 25
0
2000
4000
6000
8000
10000
12000
14000
 
Doba skladování (den)
En
te
ro
co
cc
u
s 
(cf
u
 
/ m
l) 
 
Obr. 15 Vltavín1 versus Vltavín2: Graf závislosti množství enterokok na ase. Množství 
enterokok u sýru Vltavín2 je zvlášt pi prví analýze vyšší, dále se množství 
enterokok pohybují v pibližn stejných hodnotách. U obou sýr mžeme sledovat 
klesající trend kivek. 
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Obr. 16 Vltavín1 versus Vltavín2: Graf závislosti množství laktobacil na ase. Množství 
laktobacil je u Vltavínu2 mnohonásobn vyšší, postupem asu množství laktobacil 
klesá a dostává se na stejnou hodnotu se vzorkem Vltavin1 
 
4.2 Bresse bleu 
Francouzský sýr Bresse bleu byl sledován po dobu 21 dn. Datum minimální trvanlivosti 
vypršel po 19. dni. Poet bunk laktobacil byl o dva ády vyšší než poet bunk enterokok. 
V prbhu doby sledování vzorku množství enterokok klesalo a množství laktobacil se 
zvyšovalo (Obr. 17). 
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Obr. 17 Bresse bleu: Graf závislosti množství bunk rodu Enterococcus a Lactobacillus na 
ase v dob ped a krátce po vypršení data minimální trvanlivosti (19. den) 
Tabulka 5 Hodnoty koncentrací biogenních amin vyskytujících se v sýru Bresse bleu 
v prbhu doby analýzy 
 Biogenní aminy obsažené v sýru Bresse bleu (mg/kg) 
Den 
skladování Trp 2-Fe Put Kad His Tyr Spd Spm 
0 0,0 1,6 10,3 7,8 0,0 0,6 0,8 0,7 
7 0,0 1,3 16,6 38,4 0,0 0,8 0,6 0,6 
14 0,0 3,9 11,7 217,9 0,0 0,7 0,5 0,0 
21 0,0 3,0 16,2 416,3 0,0 1,1 1,3 0,2 
 
Pi analýze biogenních amin (Tabulka 5, Obr. 18) jsme ve vtším zastoupení detekovali 
jen 2 zástupce amin – kadaverin a putrescin. Ostatní aminy se vyskytovaly jen ve velmi 
nízkých zanedbatelných koncentracích. Koncentrace Kad však v prbhu doby analýzy 
prudce stoupla a jeho koncentrace dosáhla hodnoty (416,3 mg/kg.). Zvýšená koncentrace Kad 
se vyskytla u sýru po datu minimální trvanlivosti (po 19. dni). Na základ toho bychom mli 
být obezetní pi konzumaci sýru, již po uplynutí data trvanlivosti a rozhodn jej 
nekonzumovat ve velkých množstvích. Koncentrace Put v prbhu doby sledování 
nepekroila hodnotu 17 mg/kg. Tato koncentrace je na rozdíl od Kad mnohem menší. Ovšem 
ani koncentrace Kad není natolik vysoká, aby po požití vyvolala závažné problémy. Tento sýr 
mžeme považovat za bezpenou potravinu, stejn jak tomu bylo u pedchozích dvou vzork 
Vltavínu. Záznam z detekce biogenních amin provádný metodou vysokotlaké kapalinové 
chromatografie s detekcí UV-VIS je zachycena na chromatogramu (Obr. 19). 
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Obr. 18 Bresse bleu: Graf závislosti koncentrace biogenních amin v závislosti na ase 
v dob ped a krátce  po vypršení  data minimální trvanlivosti (19. den) 
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Obr. 19 HPLC chromatogram derivátu biogenních amin extraktu vzorku sýru Bresse bleu 
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4.3 Bleu d'Auvergne 
Francouzský sýr byl sledován po dobu 28 dn. Datum minimální trvanlivosti vypršel po 
52. dni. Ovšem jeho konzumace se doporuuje do dvou dn od data zakoupení v prodejní síti, 
jelikož se pi prodeji odezává požadované množství z velkých oválných cylindr. Trend 
nárstu a poklesu potu enterokok a laktobacil je velmi podobný, jen u laktobacil je 
pibližn o jeden ád vyšší. Množství enterokok i laktobacil je pomrn velké a mžeme 
konstatovat, že se jejich množství v prbhu doby stídav mní. 
 
0 7 14 21 28
2,0x106
4,0x106
6,0x106
8,0x106
1,0x107
1,2x107
1,4x107
1,6x107
 
Doba skladování (den)
En
te
ro
co
cc
u
s 
(cf
u
 
/ m
l)
3,00x107
4,50x107
6,00x107
7,50x107
9,00x107
1,05x108
1,20x108
1,35x108
L
actob
acillu
s
 (cfu
 /
 m
l)
 
Obr. 20 Bleu d'Auvergne: Graf závislosti množství bunk rodu Enterococcus a Lactobacillus 
na ase v dob ped vypršením data minimální trvanlivosti (52. den) 
 
Tabulka 6 Hodnoty koncentrací biogenních amin vyskytujících se v sýru Bleu d'Auvergne 
v prbhu doby analýzy 
 Biogenní aminy obsažené v sýru Bleu d'Auvergne (mg/kg) 
Den 
skladování Trp 2-Fe Put Kad His Tyr Spd Spm 
0 14,8 14,7 540,8 5400,9 0,0 782,4 0,0 0,0 
7 5,7 4,1 520,7 3966,0 0,0 537,1 0,0 0,0 
14 28,8 0,0 321,3 3761,8 0,4 483,9 0,0 0,0 
21 44,0 0,0 455,0 5288,3 1,5 459,3 0,0 0,0 
28 54,2 0,0 489,8 5926,1 2,5 533,3 0,0 0,0 
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Pi analýze biogenních amin byly detekovány následující ti zástupci amin – kadaverin, 
tyramin, putrescin a v menším množství tryptamin (Tabulka 6, Obr. 21). Ostatní aminy se 
vyskytovaly v zanedbatelných množstvích. Koncentrace zmiovaných biogenních amin je 
pomrn velká. Hodnoty, kterých dosahuje Kad jsou až alarmující (5926,1 mg/kg). Již pi 
první analýze dosahuje koncentrace Kad nad hodnotu 5000 mg/kg, což je již závažným 
rizikem pi konzumaci potraviny pi takovém zastoupení biogenního aminu. Ovšem 
koncentrace Tyr a Put není také vbec zanedbatelná (Obr. 22) a oba již v prvních dvou 
analýzách pesahují hodnotu koncentrace 500 mg/kg. Dle pravidla, který vymysleli 
Spanier et al.15 (viz. kap. 2.1.3) se pi soutu koncentrací Kad + Put + Tyr + His dostáváme 
vysoko nad hodnotu 900 mg/kg, což je hodnota, která již mže zpsobit intoxikaci pi požití 
takovéto potraviny. Konzumaci tchto druh sýr bychom nedoporuovali v žádném pípad 
jedincm, kteí užívají již díve zmiované léky (viz. kap. 2.1.3) a když už bychom jej 
konzumovat chtli, tak zásadn ne ve velkém množství. Tento sýr nepovažujeme na základ 
pekroení limitu 900 mg/kg za bezpenou potravinu. Prbh detekce biogenních amin 
provádnou metodou vysokotlaké kapalinové chromatografie je zachycena v chromatogramu 
Obr. 23. 
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Obr. 21 Bleu d'Auvergne: Graf závislosti koncentrace biogenních amin v závislosti na ase 
v dob ped vypršením data minimální trvanlivosti (52. den) 
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Obr. 22 Bleu d'Auvergne: Graf závislosti koncentrace Tyr a Put na ase 
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Obr. 23 HPLC chromatogram derivátu biogenních amin extraktu vzorku sýru Bleu 
d'Auvergne 
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4.4 Bleu des Causses 
Francouzský sýr Bleu des Causses byl sledován po dobu 42 dn. Datum minimální 
trvanlivosti vypršel po 70. dni. Jeho konzumace se však doporuuje do dvou dn od data 
zakoupení, jelikož se pi prodeji odezává požadované množství z velkých oválných cylindr. 
Trend nárstu a poklesu potu enterokok a laktobacil je pomrn obdobný, jen enterokok 
je o ti ády mén. Množství enterokok jsou pomrn nízká a u laktobacil pomrn vysoká. 
U enterkok pevažují klesající tendence a poet laktobacil v prbhu doby sledování spíše 
kolísá (Obr. 24). 
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Obr. 24 Bleu des Causses: Graf závislosti množství bunk rodu Enterococcus a Lactobacillus 
na ase v dob ped vypršením data minimální trvanlivosti (70. den) 
 
Tabulka 7 Hodnoty koncentrací biogenních amin vyskytujících se v sýru Bleu des Causses 
v prbhu doby analýzy 
 Biogenní aminy obsažené v sýru Bleu des Causses (mg/kg) 
Den 
skladování Trp 2-Fe Put Kad His Tyr Spd Spm 
0 0,0 40,2 68,5 785,8 4,4 224,6 0,8 0,0 
7 0,0 18,9 101,1 1386,5 0,0 107,5 1,0 0,4 
14 0,0 28,2 121,1 1601,2 1,9 370,6 0,9 0,0 
21 0,0 34,3 119,0 1248,0 2,1 486,3 0,7 0,0 
28 0,0 24,0 85,3 832,4 0,6 75,3 1,6 0,0 
35 0,0 19,4 174,0 2310,0 0,3 149,6 0,9 0,0 
42 0,0 18,4 219,6 2358,8 0,7 268,8 1,8 0,0 
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Pi analýze biogenních amin byly detekovány opt následující ti zástupci amin – 
kadaverin, tyramin a putrescin (stejn jako u pedchozího vzorku Bleu d'Auvergne). V malém 
množství se vyskytuje také ješt 2-fenylethylamin (40,2 mg/kg). Ostatní aminy jen 
v zanedbatelných množstvích (Tabulka 7, Obr. 25). Koncentrace Kad byla opt velmi vysoká, 
obdobn jak u pedchozího sýru Bleu d'Auvergne, ale ne však až tak moc vysoká 
(2358,8 mg/kg namísto 5926,1 mg/kg), ale i tak je to velmi velké množství biogenního aminu, 
které je rizikové pro konzumaci. Koncentrace Tyr v prbhu doby dosahuje hodnoty 
486,3 mg/kg a koncentrace Put 219,6 mg/kg (Obr. 26). Nesmíme však zapomenout na 
synergický úinek, ke kterému mže pi konzumaci takovéto potraviny v organismu docházet. 
A opt, když vzhlédneme na pravidlo dle Spanier et al.15 (viz. kap. 2.1.3), tak výsledná 
hodnota koncentrace amin pekrauje 900 mg/kg, což je hodnota, která již mže zpsobit 
intoxikaci pi požití takovéto potraviny. Opt nedoporuujeme konzumaci tohoto sýru 
jedincm užívající léky (viz. kap. 2.1.3) a v žádném pípad konzumaci velkého množství. 
Z hlediska vysokých koncentrací amin nepovažujeme sýr za bezpenou potravinu. Záznam 
z detekce biogenních amin provádný metodou vysokotlaké kapalinové chromatografie 
s detekcí UV-VIS je zachycena na chromatogramu (Obr. 27). 
 
0
7
14
21
28
35
42
500
1000
1500
2000
2500
tryptamin
histamin
spermidin
spermin
2
-fenylethylamin
putrescin
tyramin
kadaverin
BA
 (mg/kg)
Doba
 skladování
 (den)
 
Obr. 25 Bleu des Causses: Graf závislosti koncentrace biogenních amin v závislosti na ase 
v dob ped vypršením data minimální trvanlivosti (70. den) 
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Obr. 26 Bleu des Causses: Graf závislosti koncentrace Tyr a Put a 2-Fe na dob skladování 
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Obr. 27 HPLC chromatogram derivátu biogenních amin extraktu vzorku sýru Bleu des 
Causses  
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4.5 Comté 
Sýr se odlišuje od pedchozích zvlášt tím, že neobsahuje žádnou plíse. Tento sýr zraje 
pod mazem, tedy pod vrstvou bakteriální kultury. Sýr zraje pomrn dlouhou dobu 
(12 msíc). Vyrábjí se ve velkých plochých cylindrických válcích a pi koupi jej 
v obchodech obdržíme jako odezky z tchto válc. Opt se jeho konzumace doporuuje do 
dvou dn od data zakoupení. 
Comté jsme analyzovali po dobu 21 dn. Datum minimální trvanlivosti vypršel po 28. dni. 
Množství enterokok bylo o dva ády nižší než množství laktobacil. V prbhu sledovaného 
intervalu se zastoupení enterokok zvyšovalo, zatímco množství laktobacil klesalo 
(Obr. 28). Což je opan, než jak tomu bylo u dvouplísových sýr zmiovaných výše. 
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Obr. 28 Comté: Graf závislosti množství bunk rodu Enterococcus a Lactobacillus na ase 
v dob tsn  ped vypršením data minimální trvanlivosti (28. den) 
Tabulka 8 Hodnoty koncentrací biogenních amin vyskytujících se v sýru Comté v prbhu 
doby analýzy 
 Biogenní aminy obsažené v sýru Comté (mg/kg) 
Den 
skladování Trp 2-Fe Put Kad His Tyr Spd Spm 
0 0,0 4,2 5,8 10,4 2,1 3,9 0,5 0,0 
7 0,0 5,1 20,8 9,2 1,3 1,4 0,4 0,0 
14 0,0 5,7 19,1 6,6 1,2 2,8 0,4 0,0 
21 0,0 5,7 32,9 6,2 1,2 4,4 0,4 0,0 
28 0,0 5,7 33,9 6,6 0,8 3,4 0,5 0,0 
 
  
52 
Pi analýze biogenních amin se vyskytly následující aminy v poadí od nejvyšší 
koncentrace – putrescin (33,9 mg/kg), kadevarin (10,4 mg/kg), 2-fenylethylamin (5,7 mg/kg) 
a ve velmi malém množství tyranim, histamin a spermidin (Tabulka 8, Obr. 29). V prbhu 
doby je zjevná zvyšující se koncentrace Put, jeho konená hodnota však nedosáhla nijak 
zvláš významné koncentrace a s ohledem na to, že následující den po poslední analýze 
konila minimální doba trvanlivosti, pak je koncentrace vyhovující. Celkov koncentrace 
biogenních amin v sýr nedosahují vysokých hodnot, prakticky je jejich koncentrace 
pomrn nízká. Konzumaci tohoto sýru mžeme považovat za bezpené. Záznam z detekce 
biogenních amin provádný metodou vysokotlaké kapalinové chromatografie s detekcí 
UV-VIS je zachycena na chromatogramu (Obr. 30). 
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Obr. 29 Comté: Graf závislosti koncentrace biogenních amin v závislosti na ase v dob 
ped vypršením data minimální trvanlivosti (28. den) 
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Obr. 30 HPLC chromatogram derivátu biogenních amin extraktu vzorku sýru Comté 
Tabulka 9 Výpis koncentraního zastoupení jednotlivých biogenních amin v analyzovaných 
sýrech (vybrány nejvyšší dosažené hodnoty) 
 
V souhrnné tabulce (Tabulka 9) máme pehled všech sýr a všech biogenních amin 
s píslušnými nejvyššími hodnotami koncentrací, kterých bylo v prbhu analýzy dosaženo. 
V ádku oznaeném „Suma“ jsme aplikovali pravidlo Spanier et al.15 (viz. kap. 2.1.3) 
a z výsledk mžeme konstatovat, že nevyhovujícími sýry jsou Bleu d'Auvergne a Bleu des 
Causses, jelikož pesahují hodnotu 900 mg/kg a mžou na organismus psobit toxicky. 
 DRUHY SÝR a koncentrace BA (mg/kg) v nich obsažených 
BA Vltavín1 Vltavín2 Bresse  Bleu 
Bleu 
 d'Auvergne 
Bleu  
des causses Comté 
Kad 4,2 5,2 416,3 5926,1 2358,8 10,5 
Tyr 0,4 0,8 1,1 728,4 486,3 4,4 
Put 12,8 12,9 16,6 540,8 219,6 33,9 
His 0,6 1,1 0,0 2,5 4,4 2,1 
Suma 
kad+tyr+pur+his 18,0 20,0 434,0 7197,8 3069,1 50,9 
2-Fe 5,6 8,6 3,9 14,7 40,2 5,7 
Spm 4,6 4,0 0,7 0,0 0,0 0,0 
Spd 1,2 0,6 1,3 0,0 1,8 0,5 
Trp 0,0 0,0 0,0 54,2 0,0 0,0 
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5 ZÁVR 
Koncentrace biogenních amin dvouplísového sýru vyrobeného v eské republice 
(Vltavín) dosahovaly mnohem menších hodnot, nž jak tomu bylo u dvouplísového sýr 
vyrábného ve Francii – Bresse bleu. Ješt vyšší koncentrace se vyskytovaly u plísových 
sýru s modrou plísní v tst vyrábných také ve Francii – Bleu d'Auvergne, Bleu des Causses. 
Nejvyšších hodnot dosahovaly biogenní aminy u sýru Bleu d'Auvergne, o nco menší 
hodnoty u Bleu des Causses. Dvodem takových vysokých hodnot je pravdpodobn fakt, že 
se tyto dva sýry vyrábjí z nepasterizovaného mléka. Tyto dva sýry rozhodn 
nedoporuujeme ke konzumaci u skupiny lidí, kteí se leí léky obsahující inhibitory MAO. 
Z pohledu potu mikroorganism v sýrech se vtší množství, jak enterokok, tak i laktobacil 
vyskytovalo práv u zmiovaných sýr z Francie a byly to hodnoty pibližn o 3 ády vyšší. 
Na základ tohoto poznatku mžeme konstatovat, že vyšší množství potu mikroorganism 
podporuje vznik vyšších koncentrací biogenních amin. V nejvyšších koncentracích se 
vyskytoval kadaverin, putrescin, tyramin a 2-fenylethylamin a v menších a v nkterých 
pípadech i zanedbatelných koncentracích to byl histamin, spermidin, spermin a tryptamin. 
Do studie jsme také zahrnuli sýr zrající pod mazem Comté. Ve srovnání se sýry 
Bleu d'Auvergne a Bleu des Causses, které se také vyrábjí z nepasterizovaného mléka 
obsahuje mnohem menší koncentrace biogenních amin a i menší množství mikroorganism 
pítomných ve vzorku. Nejnižší obsah biogenních amin se vyskytuje u dvouplísového sýru 
Vltavín (R), vyšší u sýru zrajících pod mazem Comté (Francie), ješt vyšší u 
dvouplísového sýru Bresse bleu (Francie) a nejvyšší u plísových sýr s modrou plísní 
v tst Bleu d'Auvergne a Bleu des Causses (Francie). 
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